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                                          ABSTRACT                                                                                                                                                                                                                                                                                                                    

Il mio lavoro di tesi si è focalizzato sul ruolo dei recettori metabotropi 

glutammatergici del gruppo I espressi dalle cellule della microglia in 

situazioni sia fisiologiche che patologiche e sulla possibilità di sfruttare la 

modulazione di questi recettori come possibile strategia terapeutica. 

La microglia rappresenta una sorta di sistema immunitario residente nel 

sistema nervoso centrale e svolge diverse funzioni essenziali per il 

mantenimento dell’omeostasi tissutale come la fagocitosi e il pruning 

sinaptico. Come accade per i macrofagi si può presentare in diversi stati: uno 

stato “sorvegliante” caratterizzato da numerose ramificazioni e definito M0 

ed uno stato attivato definito “ameboide”; inoltre può presentare almeno due 

differenti stati di attivazione distinti, detti M1 pro-infiammatorio ed M2 anti-

infiammatorio. I due fenotipi sono scatenati da condizioni alterate 

dell’ambiente extracellulare, ma possono anche essere indotti da diversi 

mediatori; infine, i due stati di attivazione differiscono in maniera 

significativa per i fattori rilasciati dalle stesse cellule della microglia.  

Nel manoscritto sono stati affrontate diverse situazioni patologiche in cui i 

recettori mGluR1-5 svolgono un ruolo rilevante nella patogenesi, anche se 

nella maggior parte dei casi la loro funzione resta non del tutto chiara. Nello 

specifico, per ogni situazione patologica, si è cercato di capire se 

un’attivazione/disattivazione di questi recettori espressi dalla microglia 

possa diventare una possibile strategia terapeutica, in quanto, a seconda 

dello scenario analizzato l’attivazione o il blocco porta ad un miglioramento 

del quadro clinico o in generale della condizione sperimentale. L’ultima 

parte del lavoro rappresenta invece un approfondimento del ruolo dei 

recettori mGluR1-5 espressi dalla microglia in una specifica patologia 

neurodegenerativa: la sclerosi laterale amiotrofica. Il motivo di questa scelta 

è dato dal fatto che rappresenta un ambito di ricerca ancora molto poco 

indagato, ma che meriterebbe un approfondimento maggiore. Nella sclerosi 

laterale amiotrofica la microglia sembrerebbe avere un duplice ruolo, in 

particolare, nelle prime fasi della patologia mostra un fenotipo 

antinfiammatorio mentre nella fase terminale è caratterizzata da un fenotipo 

tossico. Un’ablazione genetica o il blocco dei recettori mGluR5 sembrerebbe 

determinare una riduzione del livello di proliferazione della microglia, 

tuttavia non è ancora noto se viene modulato il fenotipo neuro-

infiammatorio. Sia per quanto riguarda la SLA che per le altre condizioni 

patologiche analizzate sono necessarie ulteriori indagini quindi per 

apprendere le dinamiche in cui la microglia è coinvolta e se i recettori 

mGluR1-5 espressi da queste cellule possano rappresentare dei buoni target 

terapeutici.  
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LA MICROGLIA NEL SISTEMA NERVOSO CENTRALE ED I 
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1.1 Genesi e ruolo della microglia nel sistema nervoso centrale   

 
Le cellule della microglia rappresentano una sorta di  sistema immunitario 

residente nel sistema nervoso centrale (SNC) e  vengono quindi considerate la 

prima e principale difesa immunitaria attiva di questo importante distretto del 

nostro corpo. Diversi studi suggeriscono come la microglia provenga 

principalmente dal sacco vitellino embrionale e questa evidenza è stata  

confermata sia in modelli di roditori, sia nella specie umana (Cuadros et al., 

1993; Alliot et al., 1999; Rezaie et al., 1999; Chan et al., 2007; Monier et al., 2007; 

Ginhoux et al., 2010; Schulz et al., 2012; Kierdorf et al., 2013). Nel topo, le 

cellule precursori della microglia derivanti dal sacco vitellino entrano a far 

parte del sistema nervoso in via di sviluppo, intorno al giorno 8.5 di vita 

embrionale, attraverso le vie 

extravascolari poiché i primi 

capillari cerebrali compaiono 

solo al decimo giorno di vita 

embrionale  (Kurz e Christ, 

1998; Navascues et al., 2000; 

Ginhoux et al., 2010; Swinnen 

et al., 2013). Dopo essersi 

insediate nel cervello, le 

cellule della microglia 

aumentano rapidamente il 

loro numero (Swinnen et al., 

2013; Kim et al., 2015; 

Nikodemova et al., 2015; Eyo 

et al., 2016). L‘ ingresso 

precoce e la successiva 

colonizzazione del cervello 

rende la microglia adatta a 

svolgere ruoli critici nella 

regolazione di eventi cruciali 

dello sviluppo precoce del 

cervello: la regolazione del 

numero di precursori neurali, la promozione della sopravvivenza delle cellule 

neuronali, la fagocitosi dei neuroni danneggiati, il “pruning“ sinaptico, 

l‘angiogenesi,  la sinaptogenesi, oltre che  la maturazione dei circuiti neurali 

(Ashwell, 1991; Cuadros et al., 1993; Monier et al., 2007; Wakselman et al., 2008; 

Fantin et al., 2010; Schafer et al., 2012; Cunningham et al., 2013; Parkhurst et 

al., 2013; Swinnen et al., 2013; Ueno et al., 2013; Pont-Lezica et al., 2014; 

Squarzoni et al., 2014).  

Le cellule della microglia oltre ad intervenire in processi fondamentali durante 

FIGURA 1. Nell’immagine è rappresentata la morfologia di due 

diverse cellule microgliali: “Resting microglia”, ovvero la forma 

quiescente con numerosi prolungamenti mobili ed altamente 

sensibili, in grado di scandagliare il territorio circostante e 

“Reactive microglia”, la forma attivata e tipicamente ameboide. 

Tratto da : (https://www.microbiologiaitalia.it/wp-content/uploads/2020/02/microglia-cell.jpg) 
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lo sviluppo del sistema nervoso, svolgono importanti ruoli anche nel cervello 

adulto sano. Le cellule microgliali a riposo sono caratterizzate da numerose 

ramificazioni che monitorano e sondano costantemente il microambiente 

circostante mantenendo l'omeostasi del sistema nervoso centrale mediante la 

fagocitosi di detriti cellulari (Figura1; Neumann et al.,2009; Nimmerjahn et al., 

2005); come avviene nella fase di sviluppo, la microglia ha un ruolo importante 

nel rimodellamento sinaptico e nella sinaptogenesi attraverso il pruning 

sinaptico per l‘ottimizzazione dei processi di  neurotrasmissione. Le cellule 

microgliali sono anche direttamente coinvolte nella formazione e nella 

riorganizzazione delle reti neurali, oltre che fornire supporto trofico ai neuroni 

maturi (Bessis et al.,2007; Ueno et al.,2013; Nayak et al.,2014). Questo 

importante sottotipo cellulare è in grado di percepire le condizioni dell‘ 

ambiente esterno attraverso un monitoraggio di tutti i meccanismi critici di 

segnalazione che assicurano un normale crosstalk tra la  microglia e i  neuroni, 

e che risultano fondamentali per il mantenimento dell‘ omeostasi cerebrale 

(Ransohoff e Perry, 2009; Li et al., 2012; Eyo e Dailey, 2013; Eyo e Wu, 2013; 

Nayak et al., 2014). Una minima variazione dell’ambiente extracellulare ed in 

particolare dei meccanismi di signalling cellulare, consentono alla microglia di 

rispondere, modulando l‘attività neuronale.  Inoltre, in risposta ad un trauma 

del sistema nervoso centrale, la  microglia si attiva prontamente  e subisce 

drammatici cambiamenti sia morfologici che funzionali definiti attivazione 

microgliale. Durante il processo di attivazione la microglia contrae le 

ramificazioni e si trasforma passando da una morfologia ramificata ad una 

ameboide simile a quella dei macrofagi circolanti nel torrente ematico, in 

seguito avviene una fase proliferativa ed infine una migrazione verso il sito 

della lesione (Nimmerjahn et al., 2005; Davalos et al.,2005). La convergenza sul 

sito della lesione avviene in risposta a diversi segnali quali l' ATP e altre 

molecole rilasciate dai neuroni danneggiati (Davalos et al.,2005). Quando la 

microglia diviene iperattivata si possono avere effetti neurotossici causati dal 

rilascio di sostanze citotossiche, tra cui mediatori pro infiammatori (per es. 

TNFα, interferoneϒ) e fattori che innescano lo stress ossidativo (per es. radicali 

liberi superossidi, ossido nitrico) (Block et al.,2005). Tuttavia, la microglia 

attivata può acquisire, in determinate situazioni, anche un fenotipo definito 

anti-infiammatorio, attraverso il rilascio di sostanze, in un certo senso, 

neuroprotettive. Inoltre, le cellule della microglia, hanno la capacità di 

esprimere recettori  per un gran numero di neurotrasmettitori (Kettenmann et 

al.,2011), e questo consente loro di essere responsive ad una miriade di stimoli 

esterni. È stato dimostrato, in vitro, che alcuni neurotrasmettitori possono 

infatti influenzare lo stato di attivazione della microglia, producendo dei 

cambiamenti nel potenziale di membrana e nella concentrazione di calcio 

intracellulare provocando il rilascio di citochine e generando motilità cellulare 

(Kettenmann et al.,2011; Pocock et al.,2007). 
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1.2  Polarizzazione della microglia ed i suoi diversi fenotipi 
In condizioni omeostatiche o di riposo, la microglia mostra un fenotipo detto 

“sorvegliante” caratterizzato da una bassa mobilità cellulare, da un corpo 

cellulare piccolo e da ramificazioni estese e altamente mobili per “scansionare“ 

l'ambiente circostante (Davalos et al.,2005; Nimmerjahn et al.,2005). Questo 

stato quiescente è comunemente indicato come neutro o "M0" (Timmerman et 

al.,2018) ed è caratterizzato da una bassa espressione di marcatori di superficie 

comuni ai macrofagi circolanti, come CD45 e MHC II (Lynch et al.,2009). 

Come accennato in precedenza, la microglia è estremamente sensibile a 

cambiamenti dell'ambiente in cui si trova, attivandosi rapidamente a seguito 

dell'esposizione a particolari segnali come per esempio fattori di crescita,  

neurotrasmettitori o citochine  che indicano la presenza di un' infezione, un 

trauma, un danno neuronale o un' infiammazione (Lynch et al.,2009). 

Analogamente ai macrofagi periferici, il concetto di attivazione è stato 

associato ad almeno due fenotipi distinti di queste cellule: il fenotipo M1 anche 

definito pro-infiammatorio e spesso neurotossico ed il fenotipo M2, anti-

infiammatorio e neuroprotettivo (Figura 2); questi due fenotipi, si 

differenziano in risposta a diversi segnali microambientali, a loro volta 

coinvolti nella produzione di molte molecole effettrici (Du et al., 2016). La 

microglia è in grado di classificare gli agenti patogeni tramite il 

riconoscimento di Patterns Molecolari associati al Danno (DAMPs), pattern 

recettoriali di microrganismi esogeni o cellule endogene implicate nella 

riposta immunitaria, rispettivamente. L'interazione con queste strutture 

promuove  la trascrizione di geni  mirati all'avvio di meccanismi di difesa 

cellulare, compreso il rilascio di citochine infiammatorie e chemochine 

(Colton, 2009; Kigerl et al., 2014). Un esempio in particolare di questa risposta 

è rappresentata dall’esposizione a lipopolisaccaride (LPS) o ad interferone 

gamma (IFN-γ), i quali, in vitro,  stimolano la microglia ad assumere un 

fenotipo attivato M1, e di conseguenza a rilasciare mediatori pro-infiammatori 

tra cui: citochine (IL -1a, IL-1b, IL-6, IL-12, IL-23, fattore di necrosi tumorale-α 

– TNF-α), chemochine (CCL2), prostaglandina E2, ROS e ossido nitrico, 

attraverso l’induzione della ossido nitrico sintasi inducibile (iNOS)  (Bagasra 

et al., 1995; Du et al., 2016; Orihuela et al., 2016).  
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FIGURA 2. Rappresentazione dei markers associati alla microglia polarizzata con fenotipo M1 o M2. Tratto da: 

(Jurga et al.,2020)  

 

Al contrario, il fenotipo M2 della microglia, anche definita "attivazione 

alternativa", è indotto dalle citochine antinfiammatorie IL-4, IL-10 o IL-13, 

sopprime l'infiammazione, rimuove i detriti cellulari attraverso la fagocitosi, 

promuove la rigenerazione della matrice extracellulare  e supporta la 

sopravvivenza dei neuroni attraverso il rilascio, a loro volta, di fattori 

protettivi/trofici (Hu et al., 2015; Du et al., 2016; Tang e Le, 2016). Infine terza 

tipologia di attivazione definita recentemente "Acquired deactivation" 

rappresenta un altro fenotipo antinfiammatorio della microglia ed è 

principalmente indotto dalla captazione e fagocitosi di cellule apoptotiche o 

dall'esposizione a citochine antinfiammatorie, come IL-10 e TGF-β (Tang e Le, 

2016). 

                                                                                             

1.3  Recettori espressi dalla microglia 

1.3.1 Recettori purinergici 

La concentrazione extracellulare di purine e pirimidine è generalmente bassa 

nel  tessuto sano, ma aumenta nei siti di stress, traumi e lesioni cellulari, 
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portando all'attivazione dei recettori purinergici. Il ruolo dell'ATP 

extracellulare nella neurodegenerazione del sistema nervoso è stato 

riconosciuto da molto tempo  (Volonte et al.,2003; Volonte et al.,2006), anzi, tra 

i tanti fattori rilasciati durante alcune patologie acute e croniche,  le purine e 

le pirimidine agiscono come modulatori diretti della neurodegenerazione e 

della neuroinfiammazione, attraverso l‘interazione con  i recettori espressi 

dalle cellule del sistema nervoso centrale ed innescando la variazione dei 

diversi fenotipi cellulari che caratterizzano queste popolazioni del sistema 

nervoso centrale ( Di Virgilio et al.,2009; Giuliani et al., 2018). I recettori 

purinergici si suddividono in due grandi famiglie P1 e P2; a loro volta sono 

classificati in  quattro sottotipi di recettori metabotropi della classe P1 che 

legano l‘adenosina,  sette canali ionici della classe P2X per l‘ATP ed  otto 

sottotipi P2Y accoppiati a proteine G che hanno come ligandi diversi 

nucleotidi tra i quali  ATP / ADP e UTP/UDP (Ralevic et al.,1998). 

Uno screening farmacologico con ligandi selettivi ha mostrato la presenza 

simultanea di numerosi recettori purinergici sulla microglia, vale a dire A1, 

A2A, A2B, A3, sottotipi P2X1,4,7 e P2Y1,2,4,6,12,13 (Kettenmann et al.,2011; 

Fukumoto et al., 2018), che intervengono nel modulare diverse caratteristiche 

fenotipiche e funzioni della microglia, compresa la motilità delle ramificazioni, 

il rilascio di citochine, la migrazione e la fagocitosi (Castellano et al.,2016). 

Il sottotipo specifico P2X7 (Volonte et al., 2012) è un recettore ionotropo 

purinergico sensibile all' ATP espresso sulla superficie della membrana di 

cellule che sono in gran parte, ma non esclusivamente, di origine 

ematopoietica tra cui i macrofagi, i monociti e la microglia ( Di Virgilio et 

al.,1999; Di Virgilio et al.,2017). P2X7 è un target di studio interessante per 

alcune condizioni patologiche di tipo neuroinfiammatorio, in quanto svolge 

un ruolo fondamentale nel rilascio di citochine pro-infiammatorie sia in tessuti 

periferici, a carico dei monociti macrofagi, sia a livello del sistema nervoso 

centrale, ruolo svolto dalle cellule della microglia. Un recente lavoro dal 

gruppo di Savio e collaboratori (Savio et al., 2018) ha mostrato anche un 

interessante potenziale ruolo neuroprotettivo dello stesso recettore P2X7. 

Inoltre, i dati che vengono mostrati da Pascual e collaboratori (2011) 

supportano un modello nel quale l'attivazione della microglia induce a sua 

volta una rapida produzione di ATP. L'ATP rilasciato dalla microglia,  recluta 

quindi gli astrociti, che amplificano ulteriormente il rilascio e la produzione di 

ATP ed altri nucleotidi che esacerbano il danno verso i neuroni limitrofi.  E‘ 

stato dimostrato come i recettori purinergici espressi dalla microglia siano 

coinvolti in diverse patologie a carattere neurodegenerativo tra cui cui la 

sclerosi laterale amiotrofica (SLA), ed in questo ambito la prima evidenza 

pubblicata risale al 2006 dove si dimostra in tessuti post mortem di pazienti 

SLA, una over espressione del recettore P2X7 responsabile del rilascio della 

citochina IL-1β da parte di microglia attivata (Yangou et al., 2006). 
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1.3.2 Recettori serotoninergici  
La serotonina è un importante neurotrasmettitore della famiglia delle 

monoamine coinvolto in un'ampia varietà di funzioni fisiologiche e 

comportamentali, al punto che una disregolazione del sistema serotoninergico 

può portare a diversi disturbi psichiatrici e neurologici. I recettori della 

serotonina non sono limitati al sistema nervoso centrale, ma sono anche 

espressi da cellule immunitarie come le cellule T, i macrofagi e le cellule 

dendritiche. In queste cellule, la serotonina agisce con un‘azione 

antinfiammatoria e nello specifico, sulle cellule immunitarie periferiche 

influenza il rilascio di citochine (Muller et al., 2009), la maturazione delle 

cellule dendritiche e l‘ induzione dell‘ apoptosi (Katoh et al., 2006). I recettori 

per la serotonina sono stati classificati in famiglie distinte, 5- HT1, 5-HT2, 5-

HT3, 5-HT4, 5-HT5, 5-HT6 e 5-HT7  con vari vari sottotipi (Filip e Bader, 2009). 

I risultati di Krabbe et al (2011) indicano che la microglia neonatale, ameboide 

e adulta esprime recettori funzionali per la serotonina del sottogruppo 5-HT2. 

I recettori della serotonina sono presenti anche sulla microglia per modulare 

la migrazione e l'attività fagocitica e questo aspetto è stato dimostrato sia in 

studi in vitro che in vivo (Krabbe et al.,2012). Anche per quanto rigaurda i 

recettori serotoninergici espressi dalla microglia sono anch’essi implicati nella 

patogenesi di diverse patologie tra cui la SLA. 

 

1.3.3  Recettori istaminergici 
Tra i neurotrasmettitori che interagiscono con la microglia gioca un ruolo 

centrale in diverse malattie neurologiche (Volonte et al.,2015) l'istamina; 

questo aspetto è stato dimostrato solo recentemente e come per i le due 

precedenti classi recettoriali, anche l’istamina rappresenta una molecola 

segnale implicata nei processi fisiopatologici della SLA, sia durante la 

progressione della patologia dimostrato in modelli animali di SLA, così come 

è stata ritrovata in tessuti post mortem di corteccia cerebrale e midollo spinale 

di pazienti SLA. In particolare, principalmente attraverso l’attivazione di 

recettori del tipo H1R e H4R, l'istamina riduce l'espressione di marcatori pro 

infiammatori come NADPH ossidasi 2 e NF-κB, mentre aumenta l'espressione 

di marker antinfiammatori come arginasi 1, CD163, CD206, IL-10 e P2Y12 

(Apolloni et al.,2017). 

 

 

1.3.4 Recettori cannabinoidi 
Le cellule della microglia nel cervello umano e di topo/ratto esprimono anche 

i recettori per gli endocannabinoidi cannabinoidi (CB) di tipo CB1 e CB2 che 

sono accoppiati a Gi/o e proteine Gi. In generale, l'attivazione di questi 

recettori aumenta la proliferazione della microglia e riduce la neurotossicità 
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della microglia, mostrandosi quindi potenzialmente neuroprotettivo. Yiangou 

e collaboratori hanno dimostrato come i recettori CB2 sono up-regolati nella 

microglia attivata nel cervello dei pazienti con SLA (Yiangou et al.,2006). 

Inoltre, Bilsland e Greensmith hanno dimostrato come sostanze agoniste dei 

recettor cannabinoidi inducono azioni anti-glutamatergiche e 

antinfiammatorie attraverso l'attivazione rispettivamente dei sottotipi CB1 e 

CB2. Nello specifico, l'attivazione di CB1 inibisce il rilascio di glutammato dai 

terminali presinaptici e riduce l'afflusso di calcio postsinaptico in risposta alla 

stimolazione del recettore del glutammato. D'altra parte, CB2 influenza invece 

la neuoro-infiammazione, riducendo l'attivazione della microglia e la 

secrezione di mediatori neurotossici (Bilsland et al.,2008). Questi risultati 

contrastanti, a quanto pare, potrebbero suggerire che l'effetto bifasico di un 

trattamento con sostanze cannabinoidi possa interferire sia con gli effetti 

benefici che con quelli potenzialmente dannosi della microglia, in base alle 

diverse fasi di attivazione. La capacità dei cannabinoidi di colpire molteplici 

vie di segnale neurotossiche o neuroprotettive della microglia possono quindi 

aumentare il loro potenziale terapeutico nel trattamento di condizioni 

patologiche che vedono le cellule della microglia direttamente coinvolte. 
 

 

1.3.5  Recettori glutammatergici 
I recettori del glutammato sono largamente espressi dalle cellule gliali, la loro 

attivazione esercita numerosi effetti cruciali per la funzionalità della glia e per 

l' interazione glia-neuroni in condizioni fisiologiche e patologiche. Il 

glutammato è il principale neurotrasmettitore eccitatorio a struttura 

amminoacidica del cervello. Una volta  rilasciato a livello presinaptico, 

principalmente attraverso un meccanismo vescicolare esocitotico, attiva 

recettori ionotropi postsinaptici ( recettori AMPA, NMDA, kainato), per 

garantire una rapida trasmissione sinaptica (Dingledine et  al.,1999), tuttavia 

il glutammato è in grado anche di attivare recettori glutammatergici 

metabotropi (mGluR), con una cinetica di trasduzione più lenta rispetto a 

quelli ionotropi, ed i quali, spesso attraverso un meccanismo a feedback 

negativo sul bottone pre-sinaptico, modulano il rilascio del glutammato 

stesso, ma nel contempo regolano anche importanti meccanismi e funzioni 

post-sinaptiche come le correnti eccitatorie o inibitorie dei neuroni limitrofi, 

piuttosto che l' attività di altre cellule che circondano la biofase sinaptica quali 

appunto gli astrociti e le cellule della microglia (Conn et al., 1997). 

I recettori metabotropi del glutammato (mGluR) sono recettori accoppiati a 

proteine G, includono otto sottotipi classificati in tre gruppi (I, II e III) in base 

all'omologia di sequenza, meccanismo di trasduzione del segnale e profilo 

farmacologico. 

Il gruppo I include i recettori mGluR1 e mGluR5, che si accoppiano a una 

proteina Gq con conseguente attivazione della fosfolipasi C (PLC), come 
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mostrato nella Figura 3. I recettori del gruppo I sono principalmente localizzati 

nel compartimento postsinaptico, e alla loro attivazione consegue un aumento 

dell'eccitabilità cellulare. 

 

 

 
 

FIGURA 3. Rappresentazione della trasduzione del segnale del recettore mGluR5. Tratto da (Piers et al.,2012). 

 

 

 

Il gruppo II (mGluR2, mGluR3) e il gruppo III (mGluR4, mGluR6, mGluR7 e 

mGluR8) si accoppiano a proteine Gi / Go e inibiscono l' adenilato ciclasi (AC); 

a differenza dei recettori del gruppo I, i recettori del gruppo II / III sono 

generalmente presinaptici e la loro attivazione riduce il rilascio di glutammato 

diminuendo l'eccitabilità. 

L' attivazione dei recettori mGluR sulla neuroglia sia in condizioni fisiologiche 

che patologiche media numerose azioni essenziali sia per le cellule gliali stesse, 

sia per l'interazione tra glia e neuroni. Tuttavia, i recettori mGluR espressi da 

astrociti e microglia sono coinvolti anche nel modulare processi di  morte 

cellulare e attività neurologiche sia in diverse situazioni patologiche acute che 

in condizioni di  disturbi neurodegenerativi cronici. Questi ultimi effetti sono 

complessi e bidirezionali e dipendono spesso dalla tipologia del sottotipo 

mGluR  che viene attivato. 

Sia l' mRNA che codifica per il recettore mGluR5 sia la proteina sono stati 

ritrovati espressi sia in linee cellulari di microglia, sia in colture di microglia 

provenienti dalla corteccia cerebrale ( Biber et al.,1999; Byrnes et al., 2009; 
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Loane et al., 2009). Sebbene un' evidenza indichi che i recettori mGluR5 non 

siano espressi dalla microglia quiescente “M0“ nel cervello sano (Mudo et 

al.,2007), dopo un trauma al midollo spinale o trauma cranico si nota una 

significativa espressione di mGluR5 nella microglia attivata nelle vicinanze 

della lesione (Byrnes et al., 2009; Drouin-Ouellet et al.,2011). Al contrario, i 

recettori mGluR1 non sono espressi dalla microglia in coltura (Biber et al., 

1999; Byrnes et al., 2009); tuttavia, nelle lesioni di sclerosi multipla dell’uomo, 

l'immunreattività del recettore è co-localizzata in un sottoinsieme di cellule 

della famiglia microglia / macrofagi (Geurts etal.,2003). Le colture di microglia 

esprimono anche l' mRNA e le proteine dei recettori mGluR2 e mGluR3 

(Taylor et al.,2002). Per quanto riguarda il gruppo III la microglia esprime i 

recettori mGluR4, mGluR6 e mGluR8, ma non mGluR7 (Taylor et al.,2003). 

Per la loro espressione diffusa in tutto il sistema nervoso, ma soprattutto per i 

meccanismi modulatori che mediano,  i recettori mGluR sono riconosciuti 

come promettenti bersagli terapeutici (Conn et al., 2003). In effetti, alcuni  

ligandi mGluR  sono attualmente in fase di sviluppo clinico per il trattamento 

di una varietà di disturbi come la sindrome dell'X fragile, la schizofrenia, il 

morbo di Parkinson e discinesie indotte da L-dopa, disturbo d'ansia 

generalizzato e il dolore cronico (Nicoletti et al., 2010). Dal momento che in 

letteratura sono estremamente limitati gli articoli che trattano questo 

argomento, nel testo di questa tesi saranno messi in evidenza in particolare i 

ruoli fisopatologici dei recettori metabottropi glutammatergici del gruppo I 

espressi dalle cellule di microglia, ed il loro coinvolgimento in una specifica 

patologia neurodegenerativa quale la sclerosi laterale amiotrofica. 

 
 

 

1.3.6 Altri recettori presenti sulla microglia 
Oltre a quanto descritto nei paragrafi precedenti è corretto ricordare che, 

seppure non ancora studiati approfonditamente, la microglia esprime diversi 

recettori per altri neurotrasmettitori (Kettenmann et al., 2011; Lui et al., 2016) 

come recettoriGABAA, e GABAB (1a, 1b, 1c) per il GABA,  recettori colinergici 

(nAChRs, sottotipi α3, α5, α6, α7, β4) per l’acetilcolina, recettori adrenergici 

che legano adrenalina e noradrenalina (α1A, α2A, β1, β2) e  così come 

l’espressione di recettori dopaminergici funzionali per la dopamina (sottotipi 

D1-4). 
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CAPITOLO 2 
 

 

 

RUOLI FISOPATOLOGICI DEI RECETTORI METABOTROPI 

GLUTAMMATERGICI DEL GRUPPO I ESPRESSI DALLA 

MICROGLIA 
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2.1 Evidenze a supporto dell‘espressione dei recettori mGluR1-5 

nelle cellule di microglia 

Gli studi che seguono illustrano le prime evidenze che dimostrano la presenza 

dei recettori mGluR1-5 espressi dalla microglia; sono state ottenute mediante 

l’utilizzo di agonisti ed antagonisti selettivi, ed hanno mostrato a volte risulati 

contrastanti soprattutto per quanto riguarda le risposte cellulari innescate in 

seguito all’ attivazione e/o all’inattivazione, di tali recettori sia in situazioni 

fisiologiche che patologiche.   

Nello studio condotto da Biber et al (1999) viene mostrato per la prima volta 

come la stimolazione della microglia in coltura con l’agonista trans-(1S,3R)-1-

amino-1,3-cyclopentanedicarboxylic acid (1S,3R-ACPD) induca l‘ aumento del 

calcio intracellulare con una dipendenza dalla concentrazione e dal tempo 

simile a quanto osservato in colture di  astrociti corticali che notoriamente 

esprimono il recettore glutammatergico mGluR5. Questi sono stati i primi 

risultati che dimostrarono l'espressione dei recettori mGluR, in particolare, 

mGluR5, nella microglia. Risultati contrastanti sono stati riportati da 

Whittemore et al. (1993), che non ha trovato alcuna segnalazione del calcio 

intracellulare nella microglia stimolata con l’agonista 1S, 3R-ACPD. Le ragioni 

di questa discrepanza non sono state chiaramente investigate tuttavia, essendo 

le cellule di microglia una popolazione immuno-competente del sistema 

nervoso centrale, in grado di essere attivata da diversi stimoli e fattori rilasciati 

durante condizioni patologiche come traumi, ischemie e stati di 

neurodegenerazione, e considerando che il glutammato rappresenta uno di 

questi fattori, si può speculare che la microglia potrebbe essere attivata proprio 

dal recettore metabotropo mGluR5. 

A conferma di queste prime evidenze e teorizzazioni sulla presenza di 

recettori metabotropi glutammatergici del gruppo I espressi dalla microglia, 

ci sono state successivamente numerose pubblicazioni di seguito citate. In 

generale è stato dimostrato come molecole agonisti del gruppo I siano in grado 

di innescare in colture di microglia l'attivazione della fosfolipasi C (PLC), che 

porta al rilascio di calcio e attivazione della protein chinasi C (PKC; Karim et 

al.,2001). Inoltre, l'attivazione della PKC può causare l' up-regulation dei canali 

del potassio rettificanti entranti e ridurre con feedback negativo l'attivazione 

della microglia (Eder et al.,1998). I fenomeni di segnalazione a valle dei 

meccanismi di trasduzione del segnale metabotropico includono la via delle 

MAPK, ERK1 e ERK2, le quali vengono inibite da antagonisti selettivi di 

mGluR5 ed mGluR1 come MPEP e CPCCOEt (Karim et al.,2001; Warwick et 

al.,2005).  Nella microglia in coltura, l'attivazione selettiva dei recettori 

mGluR5 da parte di CHPG ((RS)-2-cloro-5-hidroxifenilglicina) o dalla 

combinazione di un agonista dei recettori mGlu del  gruppo I DHPG [(S)-3,5-

Dihydroxyphenylglycine ] ed un antagonista del recettore mGluR1 

(CPCCOEt) attenua l'attivazione indotta da LPS o interferone-γ della 
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microglia stessa  (Byrnes et al.,2009; Loane et al.,2009; Byrnes et al.,2009; Farso 

et al.,2009), oltre a ridurre l’accumulo di specie reattive dell'ossigeno, la 

produzione di TNFα ed i livelli di ossido nitrico sintasi inducibile (iNOS) e 

conseguente rilascio di NO. Gli agonisti del gruppo I causano l'attivazione 

della fosfolipasi C (PLC), che porta al rilascio di calcio e attivazione della 

protein chinasi C (PKC; Karim et al.,2001).  

Nello studio di Loane et al (2009), si mostra come la microglia esprima recettori 

mGluR5 funzionali e come la loro attivazione diminuisca il rilascio di 

mediatori infiammatori da parte della microglia e la neurotossicità correlata. 

Inoltre, si dimostra che gli effetti protettivi derivati dall'attivazione dei 

recettori mGluR5 nella microglia sono mediati anche attraverso l' inibizione 

dell'enzima NADPH ossidasi e si suggerisce quest'ultima come una nuova 

strategia con rilevanza terapeutica per ridurre la neuroinfiammazione in molti 

disturbi neurologici che mostrano una neurodegenerazione mediata dalla 

microglia. 

Anche se inizialmente soltanto mRNA codificante per il recettore mGluR5 era 

stato ritrovato espresso dalla microglia (Biber et al., 1999), in realtà anche il 

sottotipo recettoriale mGluR1 può essere presente in questa popolazione 

cellulare. I recettori mGluR1 sono infatti espressi da un gran numero di cellule 

all'interno del sistema nervoso centrale, inclusi i neuroni, le cellule meningee,  

gli astrociti, le cellule T e B e anche dalla microglia. Inoltre, è stato visto che gli 

agonisti di mGluR1 aumentano la proliferazione delle cellule T e promuovono 

l'attivazione della cascata del segnale delle MAPK, aumentando  

l'infiammazione (Pacheco et al.,2004). Pertanto, gli antagonisti di mGluR1 

possono avere molteplici azioni terapeutiche dopo un trauma del SNC. Ad 

esempio, dopo una lesione del midollo spinale, un trattamento con 

l'antagonista non selettivo mGluR AIDA migliora il recupero locomotore 

precoce, (Mills et al.,2002). Gli effetti benefici sono mediati dal recettore 

mGluR1, in quanto sono stati riprodotti gli stessi  effetti con l'antagonista 

specifico per mGluR1 LY367385, ma questo non accade con l'antagonista 

selettivo mGluR5  MPEP. Gli antagonisti di mGluR1 si sono dimostrati 

protettivi anche in modelli di trauma cranico. Inoltre, l'antagonista mGluR1, 

YM-202074, è neuroprotettivo dopo evento di ischemia cerebrale (Kohara et 

al.,2008). Dopo occlusione dell' arteria cerebrale mediana nei ratti, la 

somministrazione di YM-202074, entro 2 ore dall'insorgenza dell'ischemia, ha 

infatti ridotto significativamente il volume di infarto  nel cervello e ha 

migliorato il quadro neurologico (Kohara et al.,2008). 

I risultati dello studio condotto da Farso et al.,(2009) confermano le evidenze 

descritte precedentemente   confermando l‘ azione  antinfiammatoria mediata 

da  (S) -3,5-DHPG nei confronti della microglia, in coltura, attivata da LPS. Nel 

complesso, i ligandi selettivi dei recettori mGluR del gruppo I possono 

rappresentare un potenziale strumento farmacologico per ridurre l'attivazione 

della microglia e attenuare, potenzialmente, la neuroinfiammazione. 
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2.2 Ruolo dei recettori mGluR del gruppo I nei fenomeni di 

neuroinfiammazione generati dalla microglia 

Negli ultimi anni, nell’ambito della neuroimmunologia è stato attribuito un 

grande rilievo al ruolo fisiopatologico della microglia, cellule che raggiungono 

il sistema nervoso centrale nella vita embrionale molto prima degli astrociti ed 

anche prima dell‘ inizio della vera neurogenesi corticale. Tuttavia, la natura 

dei segnali che attraggono i progenitori della microglia nel cervello in via di 

sviluppo è ancora controverso. Il fattore stimolante le colonie di macrofagi 

(CSF1) è un fattore di crescita ematopoietico coinvolto nella proliferazione, 

differenziazione, e sopravvivenza di monociti, macrofagi e cellule progenitrici 

del midollo osseo. Il mantenimento della popolazione  microgliale nel sistema 

nervoso centrale dipende dal recettore CSF1 e dal suo ligando IL-34, poiché il 

blocco del recettore CSF1 e la delezione di IL-34 inducono un depauperamento 

della  microglia nel sistema nervoso centrale (Ulland et al.,2015). L'ATP 

extracellulare rappresenta un ulteriore segnale per la  migrazione della 

microglia nel sistema nervoso centrale durante lo sviluppo. Infatti, il danno o 

la morte di cellule progenitrici neurali durante lo sviluppo provoca un 

massiccio rilascio extracellulare di molecole purinergiche come l‘ATP, che a 

sua volta si comporta come un segnale di allarme che porta all‘ infiltrazione 

della microglia nel SNC e conseguente fagocitosi di cellule progenitrici neurali 

danneggiate o morte (Casano et al.,2016). Non sorprende che l'ATP sia il 

mediatore chiave dei processi di espansione e migrazione della microglia nei 

siti di lesione anche in età adulta (Davalos et al.,2005). A seconda della regione 

del cervello, la microglia rappresenta circa il 5%–12% delle cellule non 

neuronali nel sistema nervoso centrale; sono cellule molto attive simili alle 

cellule immunitarie periferiche e ai macrofagi non parenchimali. Tuttavia, 

possiedono programmi di trascrizione unici rispetto ad altri macrofagi 

residenti nei tessuti o ai monociti cerebrali (Butovsky et al.,2014; Cronk et 

al.,2018). Diverse malattie acute e croniche possono modificare la morfologia 

e l'identità trascrizionale della microglia che può assumere ben diversi profili 

fenotipici, convenzionalmente classificati come M0, M1 e M2 (Geloso et 

al.,2017; Cunningham et al.,2013) come già accennato nel capitolo precedente. 

Questi stati si alternano ciclicamente sotto l’influenza di diverse segnali come 

citochine, chemochine e fattori di crescita. Il ruolo della microglia durante le 

condizioni patologiche è duplice, può essere benefico o deleterio; mediando 

l'immunità parenchimale del cervello, la microglia esibisce una miriade di 

funzioni. È stato proposto ad esempio come l'infiammazione sistemica dia 

luogo all'espressione di diversi fenotipi pro-infiammatori della microglia che, 

mantenendo un‘attivazione persistente possono a loro volta causare deleterie 

risposte immunitarie che peggiorano la morte neuronale. In diversi stati 

patologici del SNC la microglia può essere attivata da eventi infiammatori 

instaurati precedentemente o da una predisposizione genetica nel rispondere 
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più vigorosamente ad una successiva stimolazione infiammatoria. Questo 

evento trasformerebbe quindi una risposta infiammatoria adattativa del SNC 

in un‘infiammazione sistemica, provocando conseguenze permanenti 

deleterie e definibili patologiche. 

La neuroinfiammazione mediata dalla microglia è implicata in diversi disturbi 

neurologici causati sia da lesioni acute come l'ictus sia da patologie 

neurodegenerative croniche. Come accennato nei precedenti paragrafi, la 

microglia attivata produce  specie reattive dell' ossigeno (ROS), proteasi, 

citochine, prostanoidi e monossido di azoto (NO). Un tipico meccanismo in 

grado di generare citotossicità che può spiegare la maggiore vulnerabilità del 

tessuto nervoso ad eventi legati all'infiammazione è rapprersentato 

dall‘eccitotossicità da glutammato. I risultati suggeriscono che la produzione 

di amminoacidi eccitatori (EAA) può essere infatti uno dei determinanti critici 

della risposta maladattiva della microglia. In questo ambito, è stato dimostrato 

che i recettori glutammatergici mGluR del gruppo I, attraverso l' interazione 

con le proteine Homer, possono influenzare i meccanismi di  segnalazione a 

valle dell’attivazione dei recettori NMDA (Benarroch et al.,2008),  

aumentandone la neurotossicità e incrementando il rilascio di acido 

arachidonico (Allen et al.,2001). La microglia oltre ovviamente allo stesso 

glutammato, può produrre diversi agonisti dei recettori glutammatergici come 

il chinolinato e la D-serina (Barger et al., 2004). In diverse patologie come il 

morbo di Alzheimer, l' encefalite da HIV, la sclerosi multipla, l' ischemia 

cerebrale, il trauma cranico e la sclerosi laterale amiotrofica (SLA) è presente 

una connessione tra infiammazione ed eccitotossicità.                                                                                 

É stato dimostrato che la maggior parte del glutammato rilasciato dalla 

microglia attivata potrebbe essere attribuito allo scambiatore Xc (Barger e 

Basile, 2001; Barger et al., 2007), che si basa su un antiporto glutammato / 

cistina che risiede nel plasmalemma della maggior parte delle cellule. Questo 

meccanismo diventa estremamente attivo nella microglia perché rappresenta 

la principale via di internalizzazione della cistina usata per la produzione di 

glutatione. Dal momento chela microglia attivata produce abbondanti 

quantità di ROS, è sottoposta ad un  grave stress ossidativo e di conseguenza 

richede un' elevata produzione di glutatione.  Nonostante gran parte dei 

radicali superossidi sono prodotti dalla NADPH ossidasi e rilasciati nello 

spazio extracellulare, può capitare che si generino anche all' interno della 

cellula stessa (Kobayashi et al., 2001); pertanto, l’eccesso di specie ossidanti 

ossidativo” all' interno della cellula microgliale crea una carenza di glutatione 

(GSH) che è alleviata dall' ingresso di cistina attraverso l' antiporto Xc, mentre 

il glutammato viene estruso per ripristinare l' equilibrio (Barger et al., 2007).  Il 

glutammato estruso attiva a sua volta tutti i bersagli sulle cellule limitrofe, ma 

anche espressi sulla microglia stessa quali recettori ionotropi e metabotropi, 

con conseguenti effetti citotossici sia diretti che indiretti. La NADPH ossidasi 

è un complesso enzimatico a cui è affidato un ruolo chiave nella produzione 
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di ROS da parte della microglia. La proteina chinasi C (PKC) e la MAPK 

mediano la fosforilazione delle subunità citosoliche che traslocano 

assemblandosi con le subunità di membrana a formare l' enzima NADPH 

ossidasi attivo (Choi et al., 2005; Zhao et al.,2005). Tra i vari fattori che possono 

attivare questi fenomeni proprio i recettori glutammatergici mGluR del 

gruppo I, tra cui il sottotipo mGluR5, determinano come meccanismo a valle 

proprio l’attivazione della PKC e quindi indirettamente l'enzima NADPH 

ossidasi attivo. La NADPH produce a sua volta O²¯, che viene convertito in 

derivati superossidi come il perossido di idrogeno, il radicale idrossilico e il 

perossinitrilico, altamente neurotossici. (Block et al.,2007; Qin et al.,2004). La 

formazione di ROS ha importanti effetti sulla  microglia stessa, attivando 

pathway pro-infiammatorie attraverso la via delle  MAPK e NFĸB. 

Quest'ultimo induce la trascrizione di mediatori pro-infiammatori come iNOS, 

ossido nitrico (NO) e il fattore di necrosi tumorale (TNF); questi fattori 

generano un ciclo di auto-propagazione che causa un'attivazione prolungata 

della microglia e neuroinflammazione. 

 
 

 

2.3 Rilascio di vescicole extracellulari dalla microglia e 

modulazione da parte del recettore mGluR5 

                                                     
Come accennato nel capitolo introduttivo, la microglia influisce sulle attività  

neuronali mediante il rilascio di diversi mediatori, ma recentemente, è stato 

descritto un meccanismo aggiuntivo di comunicazione intercellulare presente 

in diversi tipi di cellule, tra cui cellule gliali ovvero le vescicole extracellulari. 

Queste entità subcellulari sono note come microvescicole (MV), 

macrovescicole ed  esosomi, e differiscono molto per dimensioni, contenuto e 

origine; si formano costitutivamente, o come nel caso della microglia, in 

seguito a stimolazione di recettori presenti sulla membrana citoplasmatica 

esterna. In particolare, le MV derivate dalla microglia diffondono nello spazio 

extracellulare come trasportatori di citochine, RNA, miRNA, ecc. verso le 

cellule limitrofe che fungono da riceventi questi segnali. Sebbene la cinetica 

precisa di questa interazione non sia completamente nota, il rilascio di  MV da 

parte della microglia è un evento noto (Turola et al., 2012; Prada et al., 2013) e 

sembra essere coinvolto nel mediare la neurotossicità attraverso il 

trasferimento e propagazione di citochine proinfiammatorie (Bianco et al., 

2005), o addirittura modulando lo stato di aggregazione della β-amiloide  

(Joshi et al., 2014). Inoltre, le MV sono state rilevate e aumentate di numero nel 

liquido cerebrospinale degli esseri umani e roditori in condizioni di 

infiammazione cerebrale, suggerendo il loro ruolo nella progressione e nella 

diffusione del processo infiammatorio (Verderio et al., 2012). 
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I risultati mostrano che il rilascio di MV è direttamente innescato 

dall'attivazione del recettore P2X7 nella microglia, ma ancora più interessante, 

è significativamente aumentato in seguito alla stimolazione del recettore 

mGluR5 con CHPG. In accordo con la maggiore risposta indotta da CHPG, si 

forma una maggiore quantità di MV e, quando vengono trasferite a colture 

neuronali, la tossicità indotta dal rotenone, sia come vitalità cellulare che come 

formazione di ROS, risulta essere aumentata. È stato segnalato che le MV 

derivate dalla microglia trasportano principalmente la citochina 

proinfiammatoria interleuchina-1b (Bianco et al., 2005) che può mediare 

l'interazione con altre cellule della microglia ed i neuroni, oltre che diffondere 

e propagare la reazione infiammatoria (Verderio et al., 2012; Prada et al., 2013), 

rafforzando così il processo neuroinfiammatorio  (Colombo et al., 2012). 

Tuttavia, quando le MV  derivano dalla microglia trattata con CHPG, la 

tossicità indotta dal rotenone è significativamente aumentata, suggerendo di 

nuovo che la segnalazione glia-neurone mediata da MV può essere modulata 

e nello specifico amplificata con la  stimolazione del recettore mGluR5. 

I miRNA sono tra i fattori che hanno guadagnato una crescente  attenzione per 

il loro ruolo nella comunicazione glia- neuroni (Su et al., 2016). I miRNA 

trasferiti attraverso le vescicole extracellulari, sia dalla microglia che dagli 

astrociti, hanno dimostrato  influenzare la vitalità neuronale (Hu et al., 2012; 

Saba et al., 2012; Mao et al., 2015; Tang et al., 2016; Coleman et al., 2017). In 

particolare il miR146a è stato ritrovata altamente espresso nelle cellule gliali 

(Li et al., 2011), è sovra-regolato da segnali pro-infiammatori (Lukiw et al., 

2008) e controlla negativamente diversi geni coinvolti nella risposta 

infiammatoria (Lukiw et al., 2008; Li et al., 2011).  La stimolazione del recettore 

mGluR5 nelle cellule della microglia BV2 aumenta l'espressione di miR146a 

che, dopo la stimolazione del recettore P2X7, viene inserito nelle 

microvescicole e diffonde alle cellule vicine. È interessante notare che anche la 

microglia stimolata da LPS sovra-regola miRNA146a nelle MV. I miRNA 

trasferiti tramite MV possono contribuire all'interazione tra microglia e 

neuroni rappresentando così un nuovo bersaglio terapeutico per contrastare 

la neuroinfiammazione. 

 

 

2.4 Trauma cranico e ruolo dei recettori mGluR1-5 espressi dalla 

microglia  

La lesione cerebrale traumatica (TBI) è una condizione clinica comune e spesso 

pericolosa per la vita; circa il 30-35% dei pazienti con trauma cranico moderato 

o grave muore entro i primi 30 giorni dal ricovero ospedaliero, mentre i 

sopravvissuti soffrono spesso di disfunzioni motorie e neuropsicologiche, 

perdendo così la capacità di svolgere  le normali attività  della vita quotidiana 

(Corps et al.,2015) (Ghajar et al.,2000). Il trauma cranico (TBI) provoca morte 
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cellulare e disfunzioni neurologiche sia attraverso il danno fisico al tessuto o 

alle vie di segnalazione (lesione primaria), sia tramite meccanismi 

fisiopatologici molecolari e cellulari ritardati (lesione secondaria), 

potenzialmente reversibili, che portano a un progressivo danno sia della 

materia grigia che di quella bianca (Loane et al.,2010). Tale lesione ritardata 

inizia nel giro di alcuni secondi o minuti dopo l'insulto traumatico e può 

continuare per giorni, settimane, ma potenzialmente per mesi o anni (Bramlett 

et al.,2007). Questi processi sono caratterizzati dalla morte delle cellule 

neuronali, così come dall' infiltrazione e attivazione delle cellule del sistema 

immunitario circolante, come macrofagi e linfociti, e l' attivazione della 

microglia residente (Loane et al.,2010). Dopo il trauma cranico, la microglia si 

attiva e subisce marcati cambiamenti nella morfologia e nel comportamento.                                                                                                                   

Dopo attivazione, la microglia contrae le ramificazioni e si trasforma, 

passando da una morfologia cellulare ramificata ad una ameboide, seguita da 

proliferazione e migrazione verso il sito della lesione (Figura 4; Davalos et 

al.,2005). Studi clinici sull’uomo e pre-clinici su animali, indicano che la 

neuroinfiammazione sostenuta soprattutto dalla microglia post-traumatica 

persiste per mesi o anni dopo le lesioni cerebrali (Wilson et al.,2004) 

(Gentleman et al.,2004) e può contribuire a deficit neurologici significativi 

connessa a neurodegenerazione cronica. (Smith et al., 1997;Bendlin et al., 

2008).                                                                                                                                           

Nello studio di Byrnes e collaboratori (2012)  si dimostra che, a seguito di  TBI, 

nel modello sperimentale murino, ottenuto mediante impatto corticale 

controllato (CCI), il recettore mGluR5 è cronicamente espresso nella microglia 

reattiva,  e come la somministrazione dell’agonista selettivo mGluR5 CHPG,in 

un' unica dose un mese dopo il trauma cranico, inibisce la successiva e 

persistente neuro-infiammazione post-lesione  riduce il numero di microglia 

che esprime la NADPH ossidasi come marcatore dello stato attivato. Il 

trattamento ritardato sopra descritto riduce significativamente la perdita di 

tessuto dopo il trauma e migliora il recupero sensomotorio  e cognitivo a lungo 

termine. Poiché questo effetto è bloccato dalla somministrazione sistemica 

concomitante di un antagonista selettivo mGluR5, le azioni terapeutiche sono 

attribuite attribuite quindi all’attività specifica del CHPG sul mGluR5. In 

particolare, la somministrazione di CHPG in un'unica dose, un mese dopo il 

trauma cranico ha ridotto specificatamente l'espressione della NADPH 

ossidasi nella microglia reattiva, e l’effetto è stato confermato fino a quattro 

mesi dalla lesione. Questi dati suggeriscono la presenza di un feedback 

positivo che porta ad un incremento della neuroinfiammazione la quale 

contribuisce alla neurodegenerazione ritardata e relativi deficit funzionali. 

L'interruzione di questo ciclo di feedback positivo, attraverso l’attivazione del 

recettore mGluR5 espresso dalla microglia attivata, può spiegare perché anche 

una singola iniezione di CHPG somministrata dopo un mese dal trauma acuto, 
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inibisce la neuroinfiammazione cronica e limita la perdita funzionale in questo  

modello di studio.      

 

 

 

 

FIGURA 4. Eterogeneicità fisiopatologica rilevata nel trauma cranico. Tratto da: (Crupi et al.,2020) 

 

 

                                                                                                                                                                                                                                                                                         

2.4.1 Connessione tra i recettori mGluR5 espressi dalla microglia e il 

sistema immunitario, nel TBI                                                                                                

Nello studio di Yang e collaboratori (2017), per la prima volta,  si riporta 

l'importante effetto modulatore che il  recettore mGluR5 esercita sulle cellule 

immunitarie circolanti, influenzando la progressione dell'infiammazione 

cerebrale. Le cellule immunitarie residenti nel cervello ed i globuli bianchi 

circolanti sono i principali attori del danno infiammatorio post-trauma 

cranico. I neutrofili sono le prime cellule immunitarie periferiche che 

attraversano la barriera emato-encefalica (BEE) e si infiltrano nel cervello dopo 

TBI, contribuendo alla lesione infiammatoria del cervello durante la fase acuta 

(Corps et al.,2015;Ransohoff et al.,2012).                                                                                                                                              

In un modello di TBI nel topo, si è scoperto (Yang et al.,2017) che il knockout 
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(KO) del recettore mGluR5 riduce significativamente l'infiltrazione dei 

neutrofili e l' espressione di citochine infiammatorie nel cervello, 24 ore dopo 

il trauma cranico, accompagnato da un miglioramento del quadro clinico 

neurologico; questo conferma l'importante effetto di mGluR5 nella 

regolazione della risposta infiammatoria acuta nel TBI e suggerisce che questa 

modulazione non è limitata alle cellule residenti nel cervello, ma coinvolge 

anche il sistema immunitario circolante. Ulteriori indagini hanno indicato 

come l’ablazione di mGluR5 nel topo abbia ridotto la permeabilità della 

barriera emato-encefalica(BEE), l'ingresso dei neutrofili nel cervello e ha 

notevolmente diminuito i livelli di mRNA codificanti perle chemochine 

associate ai neutrofili infiltrati nel tessuto cerebrale, tra cui CXCL1, CXCL2, 

CCL2, CCL4 e CCL5. La carenza di mGluR5  blocca la via di segnalazione 

mediata dalla  protein-chinasi C (PKC), provocando l'inibizione dell' 

espressione di diverse chemochine. Oltre alla segnalazione attraverso PKC, 

mGluR5 attiva anche alcune vie PKC indipendenti, tra cui ERK e Akt (Chen et 

al., 2012); sebbene siano necessarie ulteriori indagini per rilevare se anche 

queste vie di segnalazione siano coinvolte, questi risultati mettono in luce un 

ulteriore ruolo di mGluR5 nel TBI. 

I risulati mostrati in questi due paragrafi riferiti al ruolo di mGluR5 espressi 

dalla microglia nel TBI, evidenziano da un lato il ruolo chiave di questi 

recettori in un fenomeno traumatico molto diffuso e grave quale il TBI, 

dall’altro lato mostrano la complessa e duplice azione di questi recettori nelle 

due fasi del TBI. Nella fase acuta, un blocco di mGluR5 frena la massiva 

infiltrazione ed attivazione delle cellule del sistema immunitario verso l’area 

interessata dal trauma nel sistema nervoso centrale, diminuendo quindi 

l’insorgenza del processo neuro-infiammatorio e degenerativo. Nella fase 

tardiva invece, quando le cellule della microglia sovra-esprimono il recettore 

mGluR5, in questo caso una sua attivazione anche non necessariamente 

cronica, determina una modulazione negativa e benefica dei processi 

neurodegenerativi determinati dal protrarsi della neuroinfiammazione 

sostenuta dalla microglia attivata. 

 

2.5 Ruolo dei recettori mGluR5 espressi su cellule di microglia 

nella lesione del midollo spinale (SCI)                                                  

La lesione del midollo spinale (SCI) è una condizione patologica grave che è 

accompagnata da danno e morte cellulare, emorragia, infiammazione, edema 

tissutale, squilibrio ionico, perdita assonale, demielinizzazione, attivazione 

del sistema immunitario , astrogliosi, nonché riorganizzazione del sistema 
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vascolare e dei circuiti neurali (Figura 5; Ban et al.,2019).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 5. (A) Midollo spinale sano e (B) un midollo spinale danneggiato con tre compartimenti di lesione: un 

piccolo compartimento di lesione interno non vitale, un nucleo di astrociti compatto e un perimetro di perilesione 

con componenti multicellulari e multimolecolari (astrociti, neuroni, macrofagi, microglia, NG2- OPC, fibrociti, 

oligodendrociti, fibroblasti, cellule nervose e astrociti attivati) che regolano la gliosi  post-SCI. Tratto da: (Anjum 

et al.,2020). 

 

 

 

 

  



27 

 

Nel trauma spinale e altri processi patologici similari come quello trattato 

precedentemente (TBI), la microglia residente nel SNC rapidamente risponde 

ai cambiamenti nel microambiente rilasciando citochine, leucotrieni e 

prostaglandine (Abdanipuor et al.,2013). In determinate circostanze, la 

microglia può esercitare un effetto protettivo attraverso la sintesi di fattori 

neurotrofici (Nakajima et al.,2004; Szepesi et al.,2018). Le più importanti 

funzioni della microglia nel SCI sono: la fagocitosi (rimozione di elementi 

tissutali danneggiati), il contrasto verso gli agenti infettivi che possono 

infiltrarsi approfittando della situazione di danno tissutale, ed il ripristino 

dell'omeostasi. La risposta infiammatoria dopo un trauma al midollo spinale 

è associata principalmente ad una compromissione della barriera 

ematoencefalica, seguita dal rilascio di citochine pro-infiammatorie e dall' 

attivazione di molecole di adesione nell' endotelio vascolare. Successivamente, 

monociti, linfociti, e macrofagi migrano verso l'area della lesione (Abdanipuor 

et al.,1013); la risposta infiammatoria può portare alla demielinizzazione locale 

e all'apoptosi dei neuroni. La microglia del midollo spinale risponde 

rapidamente al trauma: indirizza ed estende i processi citoplasmatici in 

direzione della lesione e forma una fitta rete che circonda il sito della lesione. 

La rapida espansione delle ramificazioni della microglia  verso la lesione sono 

mediati dai recettori purinergici  (P2Y12R), che si legano all'ADP rilasciato da 

neuroni e astrociti danneggiati (David et al.,2011).  

Durante i primi giorni dopo un infortunio, la microglia è il principale tipo  di 

cellule con attività fagocitiche.  Il ruolo protettivo della microglia è quello di 

fagocitare ed elaborare in modo efficiente la distruzione dei detriti di mielina 

derivanti dal danno neuronale (Gaudet et al.,2018; Kroner et al.,2019) fornendo 

le condizioni adeguate per favorire la rigenerazione degli assoni (Prewitt et 

al.,1997); gli effetti positivi della microglia  compaiono durante la prima 

settimana dopo il trauma attraverso la formazione di una barriera al confine 

tra il tessuto connettivo in via di sviluppo e la cicatrice astrocitaria appena 

formata. La microglia attivata stimola la proliferazione degli astrociti e 

contribuisce alla formazione di una cicatrice astrocitaria, che confina il sito 

della lesione. Alcuni studi riportano la capacità della microglia di esprimere il 

fattore inibitorio della leucemia (LIF), che a sua volta, può aumentare la 

sopravvivenza degli oligodendrociti dopo una lesione midollare (Bellver et 

al.,2019; Kerr et al.,2005). Altri fattori neuroprotettivi, come il fattore di crescita 

neuronale (NGF), il fattore neurotrofico cerebrale (BDNF) e il fattore 

neurotrofico derivante dalle cellule gliali (GDNF), vengono rilasciati dalle 

cellule microgliali durante questo processo patologico. Tuttavia, l'eccessiva 

stimolazione dell'attività della microglia può anche diventare deleterio 

accelerando il danno neuronale dopo una lesione spinale. Le cellule della 

microglia attivata secernono infatti anche mediatori come l' ossido nitrico, il 

radicale superossido, così come diversi tipi di citochine, tra cui interleuchine 
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IL-, IL-6 ed il fattore di necrosi tumorale-α (TNF-α), che possono influenzare 

direttamente o indirettamente l'attività neuronale, esercitando effetti 

neurotossici e neurodegenerativi. Le interazioni intercellulari che coinvolgono 

le cellule del sistema immunitario giocano un ruolo importante nel processo 

di recupero dopo una lesione del midollo spinale. Svariati studi dimostrano 

che i macrofagi isolati dal midollo spinale leso inibiscono attivamente l'attività 

fagocitica della microglia e la produzione di citochine pro-infiammatorie, 

mentre la microglia aumenta il risposta fagocitica dei macrofagi (Kroner et 

al.,2019; Greenhalgh et al.,2018; Milich et al.,2019). Pertanto, è possibile mirare 

ad una potenziale terapia per SCI modulando l'interazione tra queste cellule. 

Di recente è diventato chiaro che non solo la presenza o assenza di microglia 

o macrofagi nel sito della lesione, ma anche il rapporto dei loro fenotipi, 

consente di determinare l'attività del processo patologico dopo SCI. 

L'equilibrio tra i diversi fenotipi cellulari pro- e anti-infiammatorio che si 

stabilisce presso il sito della lesione a partire circa dal settimo giorno  dopo il 

trauma è cruciale per gli effetti cititossici acuti. Più tardi, 28 giorni dopo la 

lesione, microglia e macrofagi esprimono prevalentemente marcatori pro-

infiammatori (Gaudet et al.,2018). Un cambiamento dell'equilibrio verso un 

fenotipo anti-infiammatorio microgliale nella fase acuta, può essere un 

potenziale efficace trattamento per SCI (Akhmetzyanova et al.,2019). In questo 

ambito possono entrare in gioco ancora una volta i recettori mGluR5 espressi 

dalla microglia.  

Una lesione del midollo spinale (SCI) si traduce in una risposta patologica 

prolungata che include, l' attivazione microgliale, l'infiammazione cronica, e 

la formazione di cicatrici astrogliali che comportano lo sviluppo di profonde 

cavità nel sito della lesione, la perdita di materia grigia e soprattutto dei 

neuroni (Dumont et al.,2001; Tator et al.,2006), il tutto associato a deficit 

funzionali permanenti. I risultati dello studio di Kimberly e collaboratori 

(2009) forniscono una prima prova di come gli agonisti del recettore mGluR5 

possono migliorare significativamente l'esito istopatologico e funzionale  in 

seguito a SCI. La somministrazione dell' agonista CHPG per 7 giorni dopo il 

trauma si è infatti dimostrato in grado di migliorare notevolmente la 

funzionalità motoria, a partire da 14 giorni dopo l'infortunio. Inoltre, il 

trattamento farmacologico ha ridotto significativamente l’area che 

contraddistingue la perdita di tessuto  leso. L'attivazione di mGluR5 con 

CHPG in cellule di microglia ottenute da midollo spinale sopprime in modo 

significativo i marker di attivazione microgliali e tipici di un processo 

infiammatorio, come iNOS, NO, galectina-3 e la produzione di TNFα.  e riduce 

la tossicità neuronale indotta dalla microglia stessa. Questi  dati in vitro ed in 

vivo suggeriscono come l'attivazione di mGluR5 microgliale possa contribuire 

agli effetti protettivi di CHPG dopo SCI, tramite un meccanismo 

antinfiammatorio. Sebbene la galectina-3 indichi un coinvolgimento specifico 
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della microglia, non non si possono escludere possibili effetti di CHPG sui 

macrofagi circolanti e su altre cellule del SNC come gli astrociti, i quali 

esprimo, soprattutto in alcune condizioni patologiche, una maggior quantità 

di mGluR5.  

Come già evidenziato nel capitolo precedente, è importante ricordare che 

l'influenza della microglia e dei macrofagi dopo un trauma al midollo spinale 

resta comunque un argomento controverso. È possibile che la tempistica 

(acuta o cronica) o la durata del trattamento determini effetti neuroprotettivi 

e neurotossici dati dall'attivazione della microglia/macrofagi. Inoltre, 

l'attivazione differenziale della microglia / macrofagi in momenti diversi di 

uno stato clinico, può provocare la perdita o la conservazione del tessuto 

interessatodal trauma (Rolls et al.,2008). Coerentemente con ciò l' effetto 

neuroprotettivo dato dalla modulazione della microglia dopo SCI è 

strettamente correlato al tempo; è stato dimostrato che, sebbene l'inibizione 

precoce del TNFα migliori il recupero, se si interviene invece  eliminando 

totalmente il gene che ne codifica la trascrizione, questo compromette il 

processo di rigenerazione e guarigione (Farooque et al.,2001; Kim et al 2001). 

Gli effetti antinfiammatori  dimostrati indicano che l'attivazione di mGluR5 

può avere in generale multiple azioni neuroprotettive. I farmaci 

“multipotenziali” forniscono un' opzione terapeutica vantaggiosa perché 

modulano molteplici pathway coinvolte nella lesione secondaria. Poiché i 

recettori mGluR5 sono espressi su microglia, neuroni, oligodendrociti e 

astrociti, gli agonisti di mGluR5 possono avere molteplici effetti modulatori 

in-vivo (Byrnes et al., 2009) dal momento che sia la neuroinfiammazione che 

l'apoptosi neuronale caspasi-dipendente sono implicate in molti disturbi acuti 

e cronici a carattere neurodegenerativo (Bloch et al.,2005; Tansey et al.,2007; 

Yakovlev et al.,2001). 

 

 

2.6 Ruolo dei recettori mGluR5 espressi dalla microglia nel 

disturbo dello spettro autistico (ASD) 

I disturbi dello spettro autistico (ASD) sono gravi condizioni che riguardano 

lo sviluppo neurologico infantile aventi un'eziologia multifattoriale e 

poligenica. Ad oggi, la patogenesi dell'ASD rimane sconosciuta, tuttavia, il 

disturbo è altamente ereditabile con tassi di concordanza tra i gemelli 

monozigoti che raggiungono il 60% ed il 30% per i gemelli dizigoti (Hallmayer 

et al., 2011). 

Nello studio di Zantomio e collaboratori (2015) si evidenziano le prove della 

presenza di alterazioni nella segnalazione glutamatergica nell'eziologia 

dell'ASD, con una particolare attenzione per il recettore mGluR5 codificato dal 

gene GRM5 e per quelli che sono i meccanismi di trasduzione a valle della sua 
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attivazione. Il funzionamento di mGluR5 è importante per la formazione delle 

sinapsi, la neuroplasticità la neuroprotezione ed nella long-term-potentiation 

(LTP); così come è stato inoltre descritto precedentemente, mGluR5 ha anche 

un ruolo di modulazione  nei fenomeni di neuroinfiammazione. Il 

collegamento tra neuroinfiammazione ed ASD è supportata dall'aumento 

delle citochine pro-infiammatorie circolanti nel sangue e nel liquido 

cerebrospinale (CSF) e dall'aumento del numero di cellule residenti e del loro 

grado di attivazione nella corteccia prefrontale e dorsolaterale, rilevate in 

tessuti post-mortem (DLPFC). Ancora una volta, il recettore mGluR5 gioca un 

potenziale ruolo chiave  nell'alterazione delle sinapsi e nella 

neuroinfiammazione osservate nell' ASD. Inoltre, molte varianti geniche rare 

sono state  associate alla patogenesi dell'ASD come gli elementi codificanti 

SHANK2 e SHANK3 che fanno parte anch’essi della via di segnalazione di 

mGluR5 (Gai et al., 2012; Verpelli et al., 2011). 

I dati provenienti da modelli murini mGluR5 knockout e forme sindromiche e 

non sindromiche di ASD sono stati studiati e discussi in relazione al modo in 

cui le alterazioni di mGluR5 sono associate ai sintomi di ASD.  

Diversi studi  hanno chiamato in causa il sistema glutammatergico nella 

patogenesi dell'ASD, con particolare incidenza nella sindrome dell' X fragile, 

la sclerosi tuberosa e la sindrome di Retts (Gipson e Johnston, 2012; Zhong et 

al., 2012). 

La sindrome dell' X fragile è il risultato dell'espansione di una ripetizione 

trinucleotidica nel promotore del gene Fmr1 che limita patologicamente la 

sintesi della proteina Fmr (FMRP), una proteina legante l'RNA coinvolta nella 

plasticità sinaptica (Provenzano et al., 2012). La perdita di FMRP porta a una 

disregolazione della via di segnalazione a valle di mGluR5 e ad un aumento 

della long-term-depression (LTD); questo fenomeno è stato dimostrato nel 

modello murino di X-fragile/ASD knockout per il gene Fmr1 (Auerbach et al., 

2011; Huber et al., 2002). FMRP sopprime la traduzione di mRNA che 

codificano per effettori a valle nella pathway di attivazione di mGluR5 e, in sua 

assenza si genera un aumento di traduzione di mRNA e consegunete  e 

attivazione dei meccanismi di trasduzione del segnale a valle di  mGluR5. 

Inoltre, in assenza di FMRP, mGluR5 ha un'associazione alterata con la 

proteina Homer che determina una attivazione costitutiva del recettore 

(Ronesi et al., 2012). La teoria mGluR' ipotizza che mGluR5 ed FMRP abbiano 

attività opposte nell' influenzare la plasticità neuronale. L'ipotesi è supportata 

da risultati che mostrano come gli antagonisti mGluR5 invertano 

comportamenti ASD simili in più fenotipi di sindrome dell' X fragile 

(Provenzano et al., 2012) così come è staro dimostrato che riducendo 

l'espressione di mGluR5 del 50% in topi knockout Fmr1, si ottiene un 

miglioramento dello score clinico (Dolen et al., 2007).   

Questi studi forniscono la prova dell'esistenza di una connessione tra la 

segnalazione di mGluR5 e una forma sindromica di ASD, nello specifico nel 
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modello murino di sindrome dell' X fragile, con lo scopo di rafforzare l' ipotesi 

del ruolo di mGluR5 nella fisiopatologia dell'ASD. 

Passando ad un’altra situazione neuropatologica è stato dimostrato come l‘ 

alterazione del gene MeCP2, un regolatore della trascrizione genica, causa la 

sindrome di Rett, ovvero una patologia neurologica che colpisce solo la sfera 

femminile, caratterizzata da un grave deficit cognitivo spesso associabile al 

quadro autistico. L’alterazione del gene MeCP2 è associato ad una riduzione 

di mTOR e ad una ridotta fosforilazione di S6, importanti per la traduzione 

delle proteine sinaptiche (Ricciardi et al., 2011). MeCP2 regola il fattore 

neurotrofico cerebrale (BDNF), il cAMP response element-binding protein (CREB-

1) e il fattore di crescita insulino simile (IGF-1), che mediano la via di segnale 

PI3K / Akt / mTOR / MAPK (Figura 6; Castro et al., 2013). È stato dimostrato 

che la fosforilazione di MeCP2 è necessaria per modulare il 

ridimensionamento sinaptico tramite l'attivazione di mGluR5 (Zhong et al., 

2012). Questo aspetto si inserisce nel quadro trattato dal presente manoscritto 

in quanto la via di segnalazione mTOR modulata da mGluR5 è implicata anche 

nell'attivazione e proliferazione della microglia (Dello Russo et al., 2009). 

Numerose evidenze, come già accennato in precedenza, dimostrano che la 

microglia ha un ruolo rilevante nel pruning sinaptico (Schafer et al. , 2012) e 

sono stati osservati  deficit cognitivo-sociale in topi con una carente 

segnalazione neurone-microglia (Shi et al., 2014). Molti altri  secondi 

messaggeri e proteine nella segnalazione a valle di mTOR sono stati collegati 

all'ASD, tra cui eIF4E (eukaryotic Initiation Factor 4E ) (Neves-Pereira et al., 

2009) e la Phosphatase and tensin homolog  (McBride et al., 2010). 

Un significativo numero di geni candidati nella patogenesi di ASD codificano 

per proteine che interagiscono con mGluR5 comprese le proteine Shank1, 

Shank2 e Shank3 (SH3 and multiple ankyrin repeat domains protein) e 

l'omologo della proteina Homer 1 (Arons et al., 2012; Jiang ed Ehlers, 2013; Tu 

et al., 1999; Won et al., 2012). È particolarmente interessante come questi geni 

già candidati nell’eziopatogenesi dell'ASD convergano sul recettore NMDA, 

che a sua volta è stato associato all'ASD (Gandal et al., 2012). Più 

specificamente, mGluR5 potenzia l'attività del recettore NMDA, mentre la 

proteina Homer garantisce la localizzazione appropriata del complesso 

NMDAR/mGluR5 sulla membrana cellulare (Newell and Matosin, 2014). 

L'inserimento nella membrana cellulare è facilitato dalle molecole di adesione 

neuronale Neuroligina 3 e 4 e Neurexina 1, che sono state associate all'ASD 

(Sudhof, 2008).  Il gene Shank3 interagisce con la Neuroligina e Neurexina per 

accoppiare la segnalazione pre e post-sinaptica nelle sinapsi eccitatorie 

glutamatergiche (Arons et al., 2012). Allo stesso modo, la proteina Homer 

accoppia mGluR5 ai messaggeri post sinaptici (Piers et al., 2012). È stato 

proposto che individui sani possano ospitare alcune di queste mutazioni 

candidate nella patogenesi di ASD (Sudhof, 2008) e che, a livello individuale, 

è probabile che rappresentino solo una minoranza dei casi di ASD. È indicativo 
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quindi che, come detto, un gran numero di queste mutazioni sinaptiche 

convergono sia spazialmente che funzionalmente sul recettore NMDA. Alla 

luce di ciò, è particolarmente rilevante che i modelli murini con downregulation 

del recettore NMDA, mostrino comportamenti ASD simili (Gandal et al., 

2012). Quindi è possibile che alcune forme di ASD derivino da alterazioni di 

pathway del recettore NMDA, come emerge da una classe di mutazioni  

osservate in Homer, Shank e mGluR5 (Tu, 1999 # 24} (Arons et al., 2012; Chana 

et al., 2014; Jiang and Ehlers, 2013; Skafidas et al., 2014; Won et al., 2012). 

 

 

 

 

 
 

 

FIGURA 6. Posizione dei recettori sinaptici del glutammato e delle proteine implicate nell'ASD. Il diagramma 

illustra i recettori del glutammato e gli elementi di segnalazione a valle che sono implicati nell'ASD. È interessante 

notare che recettori come mGluR5 e i membri della famiglia dei recettori Kainato sono espressi sia sui neuroni che 

sulla glia. Sebbene questo possa indicare che questi recettori abbiano un ruolo maggiore nel contributo alla 

disregolazione glutamatergica della fisiopatologia dell'ASD, evidenzia anche la necessità di esaminare il ruolo di 

questi recettori sia nei neuroni che nella glia e come possono essere alterati nelle pathway candidate come eziologiche 

dell‘ASD (D. Zantomio et al. / Neuroscience and Biobehavioral Reviews 52 (2015) 172–177) 
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2.6.1 L' immunoeccitotossicità nell’ASD: il collegamento tra l’alterazione 

della trasmissione glutammatergica e la neuronfiammazione 
Blaylock e collaboratori hanno introdotto nel 2009 il termine 

"immunoeccitotossicità" per descrivere il danno neuronale derivante 

dall'attivazione della microglia (Blaylock, 2009; Blaylock e Strunecka, 2009). La 

neuroinfiammazione cronica è dimostrata da un aumento del numero della 

microglia nella corteccia fronto-insulare e visiva (Tetreault et al., 2012) e nella 

corteccia prefrontale dorsolaterale (DLPC) (Morgan et al., 2010) nel cervello 

post-mortem di malati di ASD, così come l' evidenza della presenza di 

microglia attivata nel cervelletto (Vargas et al., 2005). Le citochine pro-

infiammatorie possono essere importanti mediatori dell'equilibrio eccitatorio-

inibitorio sinaptico, come illustrato in modelli murini con IL-6 cerebrale in 

eccesso; questi topi mostrano caratteristiche tipiche dell'ASD come 

l'interazione sociale compromessa e deficit di apprendimento, in cui la 

formazione delle sinapsi inibitorie è compromessa (Wei et al., 2012). Oltre al 

suo ruolo nella neuroplasticità, mGluR5 modula gli effetti neurotrofici, così 

come la proliferazione e le risposte infiammatorie delle cellule gliali (Byrnes et 

al., 2009). I modelli murini dimostrano gli effetti neuroprotettivi degli agonisti 

di mGluR5 attraverso una inibizione dell'attivazione e la proliferazione della 

microglia (Byrnes et al., 2009; Drouin-Ouellet et al., 2011). Oltre alle cellule 

gliali, mGluR5 è espresso su cellule immunitarie inclusi linfociti e monociti;  

mGluR5 è in grado di sottoregolare la proliferazione dei linfociti T e la 

produzione di IL-6 (Pachecoet al., 2006). La disregolazione immunitaria è 

evidente nella sindrome di Rett, dove la segnalazione di mGluR5 è stata 

ritrovata ridotta ed allo stesso tempo la microglia e gli astrociti hanno un ruolo 

complesso nella sua patogenesi. Le cellule gliali prive di MeCP2 mostrano sia 

un'attività neurotrofica che fagocitica alterata (Maezawa e Jin, 2010). È 

particolarmente interessante evidenziare che, quando MeCP2 viene 

ripristinato solo nelle cellule microgliali, tramite trapianto di midollo osseo, 

sia la disfunzione microgliale che i sintomi comportamentali della sindrome 

di Rett vengono notevolmente migliorati (Derecki et al., 2013). Questa scoperta 

indica che i deficit neurologici non sono isolati dalla disfunzione del circuito 

neuronale e che la mutazione MeCP2 limitata alla microglia può essere 

sufficiente a produrre sintomi della sindrome di Rett. Ciò aumenta 

l'importanza della microglia nelle forme sindromiche di ASD. Inoltre, questa 

scoperta fornisce la prova che la manipolazione della risposta immunitaria 

può avere un potenziale terapeutico significativo nelle forme non sindromiche 

di ASD. 

Concludendo questo captolo si può affermare che, anche per quanto riguarda 

lo spettro autistico ed in generale le patologie con deficit cognitivi, il recettore 

mGluR5 espresso dalla microglia emerge nuovamente come potenziale 

modulatore di importanti fenomeni fisiopatologici.  
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2.7 Ruolo del recettore mGluR5 espresso dalla microglia in modelli 

sperimentali di epilessia 
 

È stato dimostrato che le infezioni virali del sistema nervoso centrale (SNC) 

aumentano il rischio di sviluppare convulsioni ed epilessia; dal 4-20% dei 

pazienti che hanno contratto e superato l‘encefalite virale sviluppano svariate 

forme convulsive (Getts et al., 2008). Inoltre, ci sono oltre 100 diversi virus 

neurotropi che possono causare encefalite nell'uomo, alcuni dei quali sono 

stati implicati nello sviluppo di convulsioni ed epilessia (Misra et al., 

2008;Libbey e Fujinami, 2011). Il modello di convulsioni/epilessia indotte dal 

virus dell'encefalomielite murina di Theiler (TMEV) è un modello murino di 

convulsioni/epilessia del lobo temporale indotte da virus e. 

Diversi studi  hanno dimostrato l'importanza della neuroinfiammazione nello 

sviluppo di crisi epilettiche nel modello di crisi convulsive indotte da TMEV 

(Cusick et al., 2013; Kirkman et al., 2010; Patel et al., 2017) così come in altri 

modelli (Bertani et al., 2017; Pauletti et al., 2017; Vezzani et al., 2015). 

L'interleuchina-6 (IL -6) e il fattore di necrosi tumorale (TNF-α) sono due 

citochine infiammatorie che si sono dimostrate importanti in questo modello. 

Non solo gli mRNA di TNF-α e IL-6 risultano aumentati nel cervello dei topi 

infettati da TMEV e affetti da convulsioni, ma è emerso che un numero 

significativamente inferiore di topi ha convulsioni se carenti nel recettore per 

TNF di tipo 1 o per IL-6 (Kirkman et al., 2010). Un altro componente 

importante dell'infezione da TMEV e dello sviluppo di crisi epilettiche è 

costituito dalle cellule immunitarie residenti e circolanti; infatti è ormai noto 

che l'infezione da TMEV provoca l'infiltrazione di cellule immunitarie 

circolanti nel cervello incluse le celule della microglia (Cusick et al., 2013; 

Kirkman et al., 2010) e che questa infiltrazione è particolarmente concentrata 

a livello dell'ippocampo (Howe et al., 2012). Quando l'infiltrazione dei 

macrofagi viene ridotta attraverso il trattamento con farmaci come la 

wogonina o la minociclina, due noti antinfiammatori,  hanno manifestato 

convulsioni un numero di topi significativamente inferiore rispetto a quelli 

non trattati (Cusick et al., 2013; Libbey et al., 2011a). Inoltre, le convulsioni 

erano significativamente ridotte nei topi infettati da TMEV aventi cellule 

cerebrali residenti e infiltrate carenti in IL-6 (Libbey et al., 2011b). Questi studi 

dimostrano che l'infiammazione gioca un ruolo importante nello sviluppo di 

convulsioni, le quali a loro volta non dipendono esclusivamente dalla sola 

infezione virale. 

Studi precedenti hanno dimostrato che la produzione di TNF-α e IL-6 da parte 

della microglia residente e dei macrofagi infiltrati, rispettivamente, gioca un 

ruolo nello sviluppo di crisi acute nel modello di crisi / epilessia indotto da 

TMEV (Cusick et al., 2013) e che la stimolazione di mGluR5 con il modulatore 

allosterico positivo VU0360172 può ridurre la produzione di IL-6 e TNF-α, 
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oltre ad avere effetti neuroprotettivi in altri modelli di lesione cerebrale (Loane 

et al., 2009; Zhang et al., 2015). Questo studio mostra che la stimolazione di 

mGluR5 con VU0360172, a partire dal giorno 0 dopo l‘infezione e continuando 

per i 3 giorni successivi (trattamento a breve termine), modifica gli esiti clinici 

delle crisi nei topi infettati da TMEV. Il trattamento a lungo termine con 

VU0360172 (fino a 8 giorni dopo l‘ infezione) tuttavia non ha eliminato 

completamente o ridotto le convulsioni rispetto ai topi trattati  3 giorni post 

infezione. Ciò suggerisce ancora una volta l‘esistenza di una finestra  

terapeutica critica, che in questo caso coincide con i primi tre giorni di 

infezione, all’interno della quale l’intervento con agonista mGluR5 risulta 

benfico per il decorso clinico. Nei tempi successivi il ruolo della microglia e 

conseguentemente gli effetti di una modulazione del recettore mGluR5 

potrebbero essere differenti, e addirittura inversi. Un possibile meccanismo 

attraverso cui il trattamento a breve termine con VU0360172 può migliorare 

gli esiti clinici nei topi infettati da TMEV è attraverso la sua capacità di ridurre 

la quantità di TNF-α prodotto dalle cellule immunitarie (microglia e 

macrofagi) isolate dal cervello di topi trattati con VU0360172 rispetto ai 

controlli trattati con placebo a 3 giorni dall‘ infezione. Questi esperimenti 

mostrano infatti che la stimolazione di mGluR5 sopprime la produzione di 

TNF-α all'inizio dello sviluppo delle crisi; poiché è stato osservato un 

miglioramento clinico con la modulazione positiva di mGluR5, si è cercato di 

indagare se fosse vero anche l'inverso. Pertanto, sono stati trattati i topi 

infettati da TMEV con l'antagonista allosterico negativo MTEP, selettivo e 

permeabile alla barriera emato-encefalica (Cosford et al., 2003; Loane et al., 

2014; Rodriguez et al., 2010). In questi esperiementi, differentemente da 

quanto atteso, non sono state notate differenze tra i gruppi, dimostrando che 

la limitazione della segnalazione di mGluR5 non si traduce in maggior numero 

di crisi epilettiche nella fase acuta. Poiché l'infiammazione gioca un ruolo 

importante nello sviluppo di crisi acute in questo modello (Cusick et al., 2013; 

Kirkman et al., 2010; Patel et al., 2017), e si dimostra che il trattamento a breve 

termine con VU0360172 agisce limitando la produzione di citochine 

proinfiammatorie, è possibile che l'incapacità di MTEP di peggiorare la 

malattia sia dovuto al fatto che l'antagonismo di mGluR5 non aumenta i livelli 

di TNF-α, o che qualsiasi esito di crisi in questi topi non sia esacerbato da un 

ulteriore aumento della quantità di TNF-α da parte delle cellule di microglia. 

Questi risultati indicano che la stimolazione farmacologica di mGluR5, 

attraverso la somministrazione di VU0361072, ha un potenziale come 

trattamento per le crisi epilettiche causate da TMEV nella fase acuta, attraverso 

l‘attenuazione dei livelli di TNF-α nel cervello durante le prime fasi della 

malattia. Ciò è di particolare interesse poiché gli anticorpi monoclonali 

utilizzati per inibire il TNF-α non attraversano la barriera ematoencefalica e, 

inoltre, la completa inibizione del TNF-α può avere effetti negativi 

(Kaltsonoudis et al., 2014; Solomon et al. al., 2011; Tracey et al., 2008). Il 
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composto sperimentale VU0360172 ha la capacità di modulare la produzione 

di TNF-α da parte della microglia e dei macrofagi, ovvero la segnalazione dal 

parte del fattore TNF-α verrebbe,  molto probabilmente, ridotta senza però 

essere completamente bloccata 

 

 

 

 

2.8 Recettori mGluR5 espressi dalla microglia nell'emorragia 

intracerebrale (ICH) 
L'emorragia intracerebrale (ICH) è un tipo di ictus caratterizzato da 

un'emorragia nel parenchima cerebrale, causa spesso di devastanti 

conseguenze (Figura 7; Manno et al.,2012). ICH porta gravi lesioni al tessuto 

cerebrale con danni neuronali e deficit neurologici a lungo termine (Broderick 

et al.,1993; Lo et al.,2003). Tuttavia, attualmente mancano strategie 

terapeutiche efficaci; quindi, una migliore comprensione della fisiopatologia 

di ICH potrebbe portare a una gestione terapeutica più efficiente dei pazienti 

che ne sono affetti. Il recettore glutammatergico metabotropo mGluR5 agisce 

fisiologicamente come modulatore dell' attività sinaptica; inoltre, effetti 

dannosi a carico di mGluR5 sono stati osservati in diverse patologie a carattere 

neurodegenerativo come in parte precedentemente descritto(Arif et al.,2014; 

Um et a.,2013). Il recettore mGluR5 è stato trovato sovraregolato e localizzato 

sulla microglia reattiva in un modello murino di ICH. Sulla base di questo 

risultato, si ipotizza che mGluR5 giochi un ruolo essenziale nella  morte / 

sopravvivenza neuronale nei modelli di ICH. La predominanza postsinaptica 

di mGluR5 modula l'eccitabilità sinaptica (Niswender et al., 2010) e aumenta 

il danno neuronale causato dall' eccessiva attivazione cellulare coinvolta nel 

processo patologico di diverse malattie del SNC (Hu et al., 2016; Wagner et al., 

2007). Il blocco di mGluR5 invece è stato visto migliorare sia le condizioni 

cliniche di diverse malattie neurodegenerative come il morbo di Parkinson 

(Huang et al.,2018; Hsien et al.,2012), la malattia di Huntington (Ribeiro et 

al.,2014; Abd-Elrahman et al.,2019) e la sclerosi laterale amiotrofica (Bonifacino 

et al., 2017; Bonifacino et al.,2019),  sia i danni cerebrali ed il deterioramento 

istologico dopo ictus ischemico (Li et al.,2013; Bao et al.,2001;Takagi et 

al.,2012). Quindi, diverse molecole antagoniste di mGluR5 si prospettano con 

proprietà neuroprotettive, mentre gli agonisti di mGluR5 potrebbero 

dimostrarsi neurotossici in determinate condizioni patologiche (Parmentier- 

Batterur et al.,2014). Tuttavia, gli effetti degli antagonisti di mGluR5 dopo ICH 

non sono ancora del tutto chiariti. 

In seguito a ICH, l'attivazione e l'aggregazione della microglia sono le 

manifestazioni più comuni della risposta immunitaria e sono tra gli eventi 

cellulari patologici più precoci e significativi nel mantenimento del danno 
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post-ICH (Lan et al.,2017; Zhang et al.,2017). La microglia a riposo inizia ad 

esprimere in maniera significativa il recettore mGluR5, solo dopo aver 

ottenuto un segnale di attivazione in seguito a lesioni del tessuto cerebrale 

(Barres et al.,2008; Drouin-Ouellet et al.,2011). Studi precedenti in vitro 

avevano invece dimostrato come l'attivazione di mGluR5 riduceva 

l'attivazione e l'infiammazione della microglia (Loane et al.,2009); allo stesso 

modo è stato dimostrato che mGluR5 interviene nel modulare la 

polarizzazione della microglia in-vivo dopo un trauma cranico cronico (Loane 

et al.,2014). Dati contrastanti dimostrano invece come mGluR5 contribuisca 

all'attivazione della microglia indotta da LPS, la quale assume un fenotipo 

infiammatorio e come, mediante l'antagonista di mGluR5 MTEP si riduca 

significativamente questo processo di attivazione (Liu et al.,2014). 

Curiosamente, sia molecole agoniste che antagonisti di mGluR5 hanno 

dimostrato di esibire effetti neuroprotettivi in un modello di ictus mediante 

occlusione intraluminale dell’arteria cerebrale media (MCAO) nel ratto (Bao 

et al.,2001), mentre l'agonista di mGluR5 non dimostrato effetti sull' inctus 

ischemico indotto dall'endotelina-1 (Riek-Burchardt et al.,2007). Anche gli 

effetti antinfiammatori secondari all'attivazione di mGluR5 sono piuttosto 

controversi. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 7. Rappresentazione della patogenesi di una emorragia intracerebrale. Tratto da: 

(https://upload.orthobullets.com/topic/12288/images/hemorrhagicstroke-large.jpg) 
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La sovraregolazione di mGluR5 indotta dall' emorragia cerebrale promuove 

l'attivazione della microglia, facilitando il rilascio delle citochine 

infiammatorie TNF-α e IL-6 nelle aree vicine all' ematoma. Attraverso la 

regolazione dell'attivazione della microglia e delle citochine 

proinfiammatorie, il recettore mGluR5 sembra giocare un ruolo principale nel  

mediare la morte neuronale e la degradazione  strutturale e funzionale dopo 

ICH. Pertanto, l'inibizione farmacologica di mGluR5, in vivo, riducendo la 

microglia reattiva, indirettamente riduce la morte neuronale e promuove il 

recupero funzionale dopo l'ictus. In linea con questo vi sono diverse 

osservazioni che supportano, in alcuni disturbi del sistema nervoso centrale, 

il significativo potenziale terapeutico di antagonisti mGluR5, evidenziato da 

una considerevole riduzione dello stato di attivazione della microglia, del 

volume della lesione, della neurodegenerazione ed apoptosi neuronale (Hsieh 

et al., 2012; Makarewicz et al.,2006; Abushik et al.,2014; Overek et al.,2014). 

L'antagonista specifico MTEP riduce l'oscillazione del Ca2+ citoplasmatico ed 

attenua l'attivazione della microglia (Liu et al.,2014). Inoltre, il rilascio di 

citochine proinfiammatorie come IL-6 e TNF-α indotto da trauma al SNC è per 

lo più potenziato dalla microglia residente fortemente attivata (Lan et al.,2017). 

Valutando le concentrazioni di citochine proinfiammatorie nel tessuto vicino 

alla lesione si sono registrati  dei livelli aumentati  di TNF-α e IL-6, mentre 

l'inibizione di mGluR5 riduce l'espressione di TNF-α e IL-6. Sebbene studi 

precedenti abbiano riportato che l'attivazione di mGluR5 riduce l'attivazione 

microglia e la risposta infiammatoria associata (Loane et al.,2009; Loane et al., 

2014; Zhang et al.,2015), questi risultati sono coerenti con le ricerche precedenti 

che mostrano come il blocco di mGluR5 riduca l'attivazione della microglia in 

vitro (Liu et al.,2014. Diversi lavori sostengono quindi che l'attivazione di 

mGluR5 fornisca neuroprotezione e allevi il volume della lesione in diversi 

modelli di patologie al SNC (Byrnes et al.,2012; Chen et al.,2012; Wang et 

al.,2013). Al contrario, altre evidenze supportano il fatto chemodulatori 

antagonisti di mGluR5 sono considerati neuroprotettivi, mentre gli agonisti 

sono neurotossici (Parmentier-Batteur et al.,2014), in linea con precedente 

esperimenti che dimostravano il ruolo benefico dell' antagonismo di mGluR5 

nell'ictus ischemico (Li et al.,2013;Bao et al.,2001;Szydlowska et al.,2007). Nel 

complesso, si ipotizza che dopo ictus intracerebrale emorragico, l'attenuazione 

di mGluR5 mediata da un antagonismo causa una diminuzione della 

microglia attivata, della risposta infiammatoria, della morte neuronale e dei 

deficit neurologici; sono necessari tuttavia ulteriori studi per chiarire il 

meccanismo molecolare sottostante.  Pertanto, il blocco di mGluR5 può essere 

una potenziale strategia per il trattamento dell' ictus intracerebrale 

emorragico. 

Il ruolo inibitorio di mGluR5 nelle patologie del SNC, in particolare ICH, non 

è stato comunque del tutto chiarito. Infatti, tutti questi i risultati raccolti fino 

ad ora in letteratura, seppure numerosi, per alcuni aspetti sono anche molto 
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contrastanti; queste discrepanze potrebbero essere in parte spiegate da motivi 

quali: i diversi modelli animali studiati, i diversi modelli sperimentali di 

ischemia adotttati, così come i differenti stadi della malattia (Li et al.,2013) 

all’interno die quali venivano applicati i trattamenti farmacologici. Pertanto, 

la microglia rappresenta sicuramente un potenziale bersaglio per ligandi 

mGluR per ottenere una modulazione del fenotipo della microglia nelle 

risposte immunitarie e nei disturbi neurologici che coinvolgono il sistema 

nervoso centrale, tra cui ICH. Al momento tuttavia non ci sono ancora 

abbastanza evidenze precliniche per poter confermare questa ipotesi e 

soprattutto per chiaramente indicare quale possa essere il giusto bilancio tra 

attivazione ed inibizione di mGluR5 e quale sia la finestra temporale adeguata 

per ottenere il migliore outcome clinico.    

 
                                            

           
2.9 Ruolo indiretto del recettore mGluR1 nell’attivazione della 

microglia nella malattia di Alzheimer (AD) 
 

Il cervello affetto da malattia di Alzheimer è caratterizzato da un'estesa 

neuroinfiammazione indotta dalla β-amiloide (ad esempio, causata dall' 

attivazione della microglia), oltre che dalla perdita di neuroni e sinapsi e da 

disturbi della memoria (Shankar et al.,2008). Il malfunzionamento delle 

sinapsi glutammatergiche nell' ippocampo contribuisce notevolmente alla 

compromissione cognitiva osservata nei pazienti con AD e nei modelli di 

roditori di AD (Sun et al.,2009; Bie et al.,2014). Attualmente, il meccanismo 

molecolare e cellulare che sta dietro alla perdita sinaptica indotta dalla β-

amiloide è solo parzialmente compresa. La microglia gioca un ruolo centrale 

nell'induzione e nel mantenimento della plasticità sinaptica nei neuroni, 

modificando l'ambiente circostante e cambiando la struttura sinaptica 

(Tremblay et al.,2010; Schafer et al.,2012). La fagocitosi delle sinapsi da parte 

della microglia contribuisce da un lato al corretto sviluppo  delle connessioni 

sinaptiche (Paolicelli et al.,2011), ma dall’altro lato influisce sui deficit sinaptici 

in disturbi neurologici, come dimostrati in un modello murino transgenico di 

AD (Kettenmann et al.,2013;Lui et al.,2016); il meccanismo molecolare legato a 

quetso ultimo aspetto sconosciuto. Inoltre, è stato riportato un aumento dell' 

attività fagocitica della microglia mediata dalla proteina del complemento 

C1q, che sembra portare in un econdo stadio a deficit sinaptici e cognitivi 

 

 

2.9.1 Ruolo della microglia nella perdita delle sinapsi 
É stato dimostrato che la β-amiloide induce l'attivazione della microglia e la 

neuroinfiammazione, potenziando l’azione dei repressori della trascrizione 
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della proteina neuroligina 1, portando così alla riduzione delle sinapsi 

glutammatergiche in ippocampo (Bie et al.,2014). La microglia reattiva può 

rimuovere alcune sinapsi e modellare il circuito neurale, influenzando così lo 

sviluppo sinaptico e la maturazione del sistema nervoso (Schafer et al.,2012; 

Paolicelli et al.,2013). La carenza di interazione microglia-neuronale ha 

dimostrato compromettere il pruning  sinaptico ed il  corretto sviluppo del 

network cerebrale, che sono associati a deficit dell' interazione sociale e 

manifestazione di fenotipi comportamentali alterati nei roditori (Zhan et 

al.,2014). Concentrazioni nanomolari di Aβ inducono, in-vitro, una notevole 

fagocitosi, ad opera della microglia, di neuroni e sinapsi (Brown et al.,2014). 

La mancanza della proteina CX3CR1 nella microglia, che è essenziale per il 

reclutamento della microglia stessa,  previene in modo significativo  la perdita 

di neuroni nei modelli di topi transgenici di AD (Fuhrmann et al.,2010). La 

microglia reattiva può fagocitare in modo inappropriato le sinapsi e portare 

alla perdita sinaptica nella fase iniziale della malattia in un modello di topo 

AD (Hong et al.,2016). 

 

 

2.9.2 Legame tra complemento e AD   
Il sistema del complemento funge da prima linea di difesa contro le infezioni 

causate da agenti patogeni esogeni e rimuove i detriti cellulari come 

protezione dall'autoimmunità (Ricklin et al.,2010). Mentre le proteine del 

complemento circolanti sono principalmente sintetizzate nel fegato, molte 

altre sono prodotte localmente dai neuroni o dalle cellule gliali nel cervello 

(Stephan et al.,2012). È stato precedentemente segnalato che C1q, la proteina 

iniziatrice della via classica di attivazione del complemento, è sintetizzata 

dalle cellule gangliari della retina (Bialas et al.,2013) e il recettore del 

complemento CR3 (un complesso composto da CD11b e CD18) si trova 

esclusivamente nella microglia (Ransohoff et al.,2010; Zhang et al.,2014). Il 

legame di C1q alla membrana della cellula apoptotica o dell' agente patogeno 

determinano l'opsonizzazione e successivamente la fagocitosi da parte dei 

macrofagi che esprimono i recettori del complemento (Stephan et al.,2012). 

C1q contribuisce anche al pruning sinaptico mediante la marcatura delle 

sinapsi danneggiate, con la loro conseguente fagocitosi da parte della 

microglia in un modello murino transgenico di malattie neurodegenerative 

(Lui et al.,2016; Stephan et al.,2012). L'espressione di C1q è sostanzialmente 

aumentata in diverse regioni del cervello sia umano che di topo durante l' 

invecchiamento (Stephan et al.,2013). L' inibizione di C1q o del recettore 

microgliale del complemento CR3 riduce la fagocitosi delle sinapsi da parte 

della microglia e la perdita sinaptica nella fase iniziale della malattia (3 mesi) 

nei topi transgenici AD (Hong et al.,2016). I risultati di uno studio  hanno 

rivelato che l'espressione di C1q è notevolmente aumentata in prossimità delle 

sinapsi di diverse regioni del cervello, tra cui l'ippocampo e la corteccia, sia nel 
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cervello umano che murino invecchiato (Stephan et al.,2013). È stato 

evidenziato mediante alcuni test comportamentali in topi anziani che un 

deficit di C1q determina un declino cognitivo e della memoria 

significativamente inferiore rispetto a condizioni naive, con una maggiore 

plasticità sinaptica e riorganizzazione dei circuiti dell' ippocampo (Stephan et 

al.,2013). Il contenuto di C1q è risultato essere elevato, in particolare 

nell'ippocampo e nella corteccia frontale, ed è stato associato ad una perdita 

sinaptica precoce mediata dalla microglia in due modelli di topi transgenici di 

AD (Topi J20 e APP / PS1) (Hong et al.,2016). È stato dimostrato un aumento 

significativo di C1q nelle sinapsi glutamatergiche dell'ippocampo di roditori 

modello di AD,  e la soppressione della sovraregolazione di C1q attenua 

notevolmente la fagocitosi microgliale delle sinapsi glutamatergiche, 

ripristinando in parte la trasmissione glutamatergica ippocampale e la 

funzione cognitiva nei ratti trattati con fibrille amiloidi. É stata anche scoperta 

una certa immunoreattività di C1q non solamente co-localizzata con i marker 

sinaptici, e questo indica come l'espressione di C1q possa non essere esclusiva 

ma al contrario presente anche su altre strutture cellulari come ad esempio le 

cellule della microglia) che potrebbero contribuire al processo patologico. 

Coerentemente con la scoperta della fagocitosi delle sinapsi glutammatergiche 

mediata dalla  microglia, altri studi hanno anche mostrato come la delezione 

genetica della proteina del complemento C3 o del suo recettore CR3 ha 

sostanzialmente migliorato la perdita sinaptica ippocampale in topi APP / PS1 

o topi infusi con Aβ oligomerico (Hong et al.,2016). Presi insieme, questi 

risultati hanno confermato il ruolo critico dell'attivazione di C1q, con la 

potenziale collaborazione di C3 e CR3 e altri componenti della cascata di 

attivazione del complemento, nella fagocitosi delle sinapsi glutammatergiche 

mediata dalla microglia, nella perdita delle sinapsi e la sua influenza nei 

modelli di roditori dell'AD, come mostrato nella figura 8. 
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FIGURA 8. Il diagramma mostra uno schema dell'ipotesi legata all‘accumulo anormale di fibrille di amiloide che 

inducono la neuroinfiammazione (ad es. attivazione microglia) e la sovraregolazione della segnalazione di mGluR1 

nell'ippocampo CA1. L'attivazione della segnalazione di mGluR1 induce una notevole attività di PP2A, che 

innesca la defosforilazione di FMRP nelle sinapsi glutammatergiche. Questo adattamento del macchinario deputato 

alla traduzione, a sua volta, facilita il trasporto e la traduzione locale dell'mRNA  di C1q sinaptico in sinapsi 

glutamatergiche. La maggiore espressione di C1q in sinapsi glutamatergiche avvia la risposta del complemento che 

porta a opsonizzazione mediante CR3 presente sulla microglia attivata che porta, in ultima istanza, alla fagocitosi 

microgliale delle sinapsi glutamatergiche ippocampali, contribuendo alla disfunzione sinaptica e al deficit cognitivo 

indotti dalle fibrille amiloidi. 

 

 

2.9.3 Connessione tra la proteina FMRPe i recettori mGluR 
La proteina FMRP è una proteina legante l'mRNA abbondante nel cervello, 

modula il trasporto e la traduzione locale dell'mRNA sinaptico (Ashley et 

al.,1993; Bassell et al.,2008) e recentemente è stata segnalata una maggiore 

espressione di FMRP nel modello murino transgenico di AD (Hamilton et 

al.,2015). È attualmente riconosciuto come la sintesi proteica non si verifichi 

solo nel soma cellulare ma anche nei neuriti (Wang et al.,2010). Le prove 

suggeriscono che una modifica della traduzione dell'mRNA dendritico prenda 
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parte a diversi processi neurali come la formazione delle sinapsi, la plasticità 

sinaptica correlata all'apprendimento o alla rimozione di sinapsi non 

funzionali (Wang et al.,2010; Wang et al.,2009; Wu et al.,2016). La 

fosforilazione di FMRP (Ser499) è associato a poliribosomi bloccati mentre 

FMRP defosforilata viene rilasciata dal poliribosoma, facilitando il trasporto e 

la traduzione locale di mRNA (Ceman et al.,2003). L'ablazione di FMRP porta 

a un'eccessiva ed alterata traduzione di mRNA a livello sinaptico, alterando 

alcune funzioni cellulari e dimuendo la produzione di proteine essenziali per 

la plasticità sinaptica (Bassell et al.,2008; Martin et al.,2016). Inoltre, è stato 

suggerito che la proteina FMRP sia coinvolta nella modulazione dell' 

l'espressione della proteina precursore dell'amiloide e l' accumulo di aggregati 

di proteine amiloidi nel cervello (Sokol et al.,2011; Lee et al.,2010).  E‘ stata 

osservata una significativa diminuzione di p-FMRP, così come una riduzione 

del legame tra p-FMRP e C1q mRNA, in sinaptosomi ippocampali di roditori. 

La soppressione indiretta della defosforilazione di p-FMRP mediante 

l'inibizione del segnale di trasduzione di mGluR1 diminuisce a sua volta l' 

espressione di C1q sinaptico e la fagocitosi microgliale delle sinapsi oltre che 

favorire il recupero della trasmissione glutammatergica e le capacità cognitive 

nei ratti trattati con frammenti di amiloide (Di Prisco et al.,2014). 

Inoltre, l' attivazione dei recettori glutammatergici metabotropi del gruppo I 

induce LTD (Di Prisco et al.,2014) e sono fortemente coinvolti nella 

disfunzione sinaptica indotta dalla β-amiloide nei neuroni dell'ippocampo 

(Ostapchenko et al.,2013; Chen et al.,2013). Si dimostra infatti che l' up-

regulation di mGluR induce la defosforilazione di FMRP e facilita la traduzione 

locale dell' mRNA di C1q sinaptico, aumentando di conseguenza la fagocitosi 

delle sinapsi ippocampali e  contribuendo alla disfunzione  cognitiva nei 

modelli di AD in roditori. Presi insieme, i dati dimostrano il ruolo critico della 

segnalazione di mGluR1 nella fagocitosi delle sinapsi microglia-C1q-

dipendente, ma non possiamo escludere il potenziale coinvolgimento di altri  

sottotipi di recettori (ad es. mGluR5) poiché i modulatori mGluR1 (ad 

esempio, DHPG e JNJ16259685) non sono propriamente selettivi ed agiscono 

anche sui recettori mGluR5 (Lavreysen et al.,2004; Niswender et al.,2010). 

Per quanto riguarda la patologia AD si evince quindi un ruolo chiave delle 

cellule della microglia che sembrerebbero in qualche modo essere 

eccessivamente attivate da parte della β-amiloide nel loro processo di pruning 

sinaptico, contribuendo ad un progressivo defici congitivo. I recettori mGluR1 

ed una loro patologica sovraregolazione può portare ad un indiretto aumento 

della fagocitosi sinaptica, tuttavia al momento non è ancora stato 

approfonditamente studiato e dimostrato il ruolo diretto dei recettori 

glutammatergici mGluR del gruppo I espressi dalla microglia ed il loro 

coinvolgimento nel processo di attivazione e fagocitosi sinaptica C1q-mediata 

nel morbo di AD. Questo aspetto resta quindi un punto interessante da 

sviluppare in studi futuri. 
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RUOLO DEI RECETTORI METABOTROPI 

GLUTAMMATERGICI DEL GRUPPO I ESPRESSI DALLA 

MICROGLIA NELLA SCLEROSI LATERALE AMIOTROFICA 

 
 

  



45 

 

3.1 La sclerosi laterale amiotrofica: una patologia multifattoriale 

e multicellulare 

 
La sclerosi laterale amiotrofica (SLA) è una malattia neurodegenerativa fatale 

caratterizzata dalla progressiva degenerazione dei motoneuroni (MN) 

superiori definti primari, di natura glutammatergica e situati nella corteccia 

motoria e dei motoneuroni inferiori o secondari presenti a livello del tronco 

encefalico e del midollo spinale. La perdita progressiva di questa classe di 

cellule neuronalisi manifesta con debolezza muscolare nella prima fase della 

malattia, seguita da una graduale perdita del controllo e della capacità di 

contrazione muscolare, atrofia e paralisi che portano infine, alla morte per 

blocco della respirazione, deperimento per incapacità di nutrimento 

autonomo, infezioni all’apparato respiratorio (Brown e Al-Chalabi, 2017).  

Purtroppo fino ad ora solo due farmaci sono stati approvati per la terapia, il 

Riluzolo e l‘Edaravone, i quali si sono dimostrati clinicamente non efficaci. Il 

Riluzolo prolunga la sopravvivenza media solo di 2-3 mesi (Bucchia et al., 

2015; Miller et al., 2012). L‘ Edaravone migliora solo leggermente i punteggi 

della funzione motoria nei pazienti affetti da SLA con diagnosi precoce 

(Kosuge et al., 2020; Okada et al., 2018; Sawada, 2017), inoltre in Europa non è 

più al momento utilizzato per inconsistenza dei dati clinici a supporto della 

sua efficacia. Il fallimento dei vari strumenti terapeutici fino ad ora testati può 

essere in gran parte attribuito ad una incompleta comprensione delle cause 

che stanno alla base della patologia.  

La maggioranza dei casi di SLA è di tipo sporadico (sALS), ovvero non 

direttamente collgato ad una causa eziologica nota ed apparentemente non 

geneticamente trasmissibile, mentre solo il 10% dei casi è di tipo  familiare 

(fALS), quindi direttamente legati e causati da particolari mutazioni genetiche 

con caratteristiche di trasmissibilità ed ereditaria. (Renton et al., 2014; 

Rowland e Shneider, 2001). In realtà, più di 40 geni sono stati trovati mutati 

nella SLA e colpiscono numerose funzioni cellulari  (Al-Chalabi et al., 2017); le 

mutazioni  più rilevanti sono: un'espansione esanucleotidica ripetuta 

(GGGGCC) in un introne del gene C9orf72 (Dejesus-Hernandez et al., 2011; 

Renton et al., 2011), la quale si suppone generare un RNA tossico, perdita di 

proteine e/o  formazione di ripetizioni di di-peptidi dannosi per le cellule 

neuronali (Haeusler et al., 2016).  

Le mutazioni a carico del gene che codifica per l’enzima  superossido 

dismutasi 1 (SOD1; Rosen et al., 1993), sono le prime ad essere state 

individuate e correlate geneticamente alla SLA; le mutazioni determinano un 

ripiegamento alterato della struttura proteica terziaria dell’enzima tale da 

formare aggregati di SOD1 tossici, che interferiscono con le funzioni 

mitocondriali e l'autofagia (Turner e Talbot, 2008) oltre a determinare una 

grande quantità di altre alterazioni cellulari patologiche a carico dei 
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motoneuroni. I segni distintivi patologici che caratterizzano i motoneuroni in 

degenerazione sono le inclusioni citoplasmatiche contenenti proteine 

aggregate / ubiquitinate ed accumulo di RNA. Infatti, l' errato ripiegamento 

delle proteine, lo stress del reticolo endoplasmatico (ER), una alterata 

autofagia e i danni al citoscheletro sono meccanismi intracellulari coinvolti 

nella patogenesi della malattia (Taylor et al., 2016).  Topi SOD1 transgenici 

sono fino ad ora il modello più utilizzato per studiare la SLA in quanto 

sviluppano un fenotipo clinico estremamente somigliante a quello che 

caratterizza i pazienti umani di SLA. Infatti, sia nel caso in cui la mutazione 

SOD1 produca una proteina attiva  (SOD1G93A, SOD1G37R) che inattiva 

(SOD1G85R) si sviluppa un fenotipo caratterizzato da una paralisi progressiva e 

morte (rispettivamente a 5, 7 e 8,5 mesi), causata dalla degenerazione dei 

motoneuroni (limitato al 40% nei topi SOD1G85R); inoltre  mostrano segni di 

gliosi nel midollo spinale, tronco encefalico e corteccia cerebrale (Philips e 

Rothstein, 2015), suggerendo che la neurodegenerazione si basa sull' 

acquisizione di una funzione tossica ed ubiquitaria della proteina. Altre 

proteine mutate che risultano  coinvolte nella SLA sono: FUS (fused in 

sarcoma; Kwiatkowski et al., 2009; Vance et al., 2009) e la proteina legante 

TAR-DNA-43 (TDP-43; Neumann et al., 2006), coinvolta nella maturazione 

degli mRNA e ritrovata nelle inclusioni citoplasmatiche (Guerrero et al., 2016); 

Altre proteine mutate sono a carico di profiling-1, che regola l'architettura del 

citoscheletro (Wu et al., 2012; Yang et al., 2016), VAPB (Vesicle-associated 

membrane protein-associated protein) che regola  il traffico di vescicole 

(Nishimura et al., 2004; Tsuda et al., 2008), proteine coinvolte nell'autofagia, 

tra le quali sequestosoma- 1 (Teyssou et al., 2013), optineurina (Nakazawa et 

al., 2016) e protein chinasi-1 legante TANK (TBK-1; Cirulli et al., 2015; 

Freischmidt et al., 2015). Mutazioni in questi geni influenzano la funzione dei 

diversi tipi cellulari che composngono il SNC così come i motoneuroni ed il 

loro stato funzionale.  
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FIGURA 9. Rappresentazione dei principali fattori e delle cellule implicate nella patogenesi della SLA. Tratto 

da:(Van Damme et al.,2017). 
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La visione neurocentrica iniziale della SLA derivava, in parte, dall'idea che la 

degenerazione dei motoneuroni (MN) fosse causato da processi cellulari 

indipendenti dalle influenze extracellulari. Tuttavia, prove crescenti ed ormai 

inequivocabili indicano che le cellule non neuronali svolgono un ruolo chiave 

nella patogenesi della SLA così come per una serie di altri disturbi 

neurodegenerativi (Garden et al.,2012). In effetti, nella SLA, anche gli  astrociti 

e la microglia possono partecipare alla determinazione del fenotipo della 

malattia mediante una risposta infiammatoria locale (neuroinfiammazione) 

contraddistinta da una  transizione fenotipica, accompagnata dalla migrazione 

al sito delle lesioni, proliferazione e secrezione di mediatori pro-infiammatori  

(Philips e Rothstein, 2014). L'attivazione gliale porta a cambiamenti 

nell'espressione di un'ampia gamma di geni legati alla produzione di molecole 

solubili, come citochine e chemochine, molecole associate al danno cellulare 

(DAMP), specie reattive di azoto e ossigeno (RNS e ROS), dando luogo a 

profondi cambiamenti per quanto riguarda aspetti fondamentali nelle 

interazioni tra glia e neuroni (Becher et al., 2017). Un elevato livello di 

neuroinfiammazione è stato rilevato sia nei casi di sALS che di fALS, così come 

nei modelli transgenici della malattia (Troost et al., 1989; Engelhardt e Appel, 

1990; Schiffer et al., 1996; Hall et al., 1998; Henkel et al., 2004, 2006). Segni 

inequivocabili della reattività della microglia sono stati rilevati ben prima 

della comparsa palese dei sintomi (Brites e Vaz, 2014; Tang e Le, 2016), in 

concomitanza con la perdita delle prime giunzioni neuromuscolari (Gerber et 

al., 2012) e la degenerazione precoce dei motoneuroni (Alexianu et al., 2001). 

È stata recentemente proposta una stretta relazione tra l'interruzione della 

capacità autofagica e l'attivazione della microglia (Plaza-Zabala et al., 2017); 

questo può indicareche un'autofagia compromessa, collegata a modifiche nella 

risposta a stimoli pro-infiammatori da parte delle cellule immunitarie 

residenti nel SNC, probabilmente contribuisce all'eziopatologia della malattia. 

Dati recenti mostrano un decorso clinico precoce e più dannoso nei topi 

SOD1G93A mancanti di telomerasi (Linkus et al., 2016), evidenziando un 

possibile effetto dell'invecchiamento sul reclutamento della microglia nella 

SLA. 

La neuroinfiammazione è una caratteristica di fondamentale importanza in 

molte malattie neurodegenerative, tra cui la SLA, e ha attirato sempre più 

attenzione; è caratterizzata dall'attivazione della microglia e degli astrociti 

residenti nel sistema nervoso centrale, linfociti periferici  e macrofagi, ed è 

stata osservata sia nei pazienti che nei modelli animali (Beers and Appel, 2019; 

Beers et al., 2006; Beers et al., 2008; Chiu et al., 2009; Lincecum et al., 2010; 

McGeer e McGeer, 2002; Zhao et al., 2017). 

La sclerosi laterale amiotrofica è considerata una patologia eterogenea per i 

differenti tassi di progressione ed i variabili tempi di sopravvivenza nei 

pazienti (Appel et al., 2010; Beers et al., 2017; Zhao et al., 2013). Recenti prove 

hanno rivelato che la neuroinfiammazione partecipa alla creazione di questa 
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eterogeneità (Beers and Appel, 2019; Frakes et al., 2014; Rusconi et al., 2017). 

Tradizionalmente si credeva infatti che il sistema nervoso centrale fosse 

immunologicamente privilegiato perché ai componenti del sistema 

immunitario periferico non fosse permesso l' ingresso nel SNC (Appel et al., 

2010; Carson et al., 2006). Tuttavia, ora ci sono prove convincenti che indicano 

come la risposta immunitaria può verificarsi anche nel sistema nervoso 

centrale e di come attivamente interagisca con il sistema immunitario 

circolante (Appel et al., 2010; Bechmann, 2005; Carson et al., 2006; Ransohoff 

et al., 2003; Wekerle, 2006). 

 

 

3.2 Il duplice ruolo della microglia nella SLA 

Diversi studi in vivo, che hanno indagato la progressione della malattia nei 

modelli murini di SLA indicano come durante il decorso patologico, aumenta 

la quantità di cellule circolanti di microglia e soprattutto, il loro stato di 

attivazione è rappresentato da una alternanza del rapporto tra i due classici 

fenotipi M1 (tossico) ed M2 (neuroprotettivo) (Liao et al., 2012; Chiu et al., 

2013). In linea con queste evidenze, sono stati recentemente descritti e 

caratterizzati i due diversi fenotipi delle cellule microgliali, sulla base della 

loro morfologia,  in topi  transgenici SOD1G93A; cellule definite di tipo " R1", 

sono caratterizzate da processi corti e poco ramificati, e rappresentano la 

stragrande maggioranza della microglia nella fase iniziale della malattia, 

corrispondente all'inizio della trasformazione della microglia sorvegliante; 

mentre viene registrato uno shift verso cellule di  microglia del tipo "R3", che 

mostrano grandi corpi cellulari con processi brevi e folti, tipici delle fasi 

terminali della malattia (Ohgomori et al., 2016). Coerentemente, è stato 

dimostrato che la microglia esibisce, nella fase di pre-insorgenza dei sintomi 

clinici della malattia, un profilo antinfiammatorio e una sovraespressione dell' 

interleuchina antinfiammatoria IL-10 (Gravel et al., 2016). Successivamente, è 

stato dimostrato che, nel midollo spinale lombare di topi affetto da SLA, 

all'esordio della malattia e durante la fase di lenta progressione, è presente 

l'espressione prevalente di marcatori specifici M2 (ad esempio, Ym1 e CD206) 

(Beers et al., 2011a). Al contrario, negli animali allo stadio terminale, è 

predominante un fenotipo microgliale che esprime alti livelli di NOX2, la 

subunità di nicotinamide-adenina-dinucleotide-fosfato ossidasi espressa dai 

macrofagi, considerata il prototipo di marker M1 (Beers et al., 2011b). La 

microglia M1 nella SLA appare iper-reattiva agli stimoli infiammatori 

(D'Ambrosi et al., 2009) e la maggiore tossicità è stata attribuita alla presenza 

di proteine mutate (Beers et al., 2006; Xiao et al., 2007; Liao et al., 2012). A titolo 

di esempio, le forme mutate di TDP-43 sono in grado di attivare la microglia 

ed aumentare il rilascio di mediatori pro-infiammatori, tra cui NOX2, TNF-α 

e IL-1β (Zhao et al., 2015). Coerentemente, anche l'espressione intracellulare di 

alti livelli di TDP-43 risultano alla base della formazione di un fenotipo 
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microgliale più tossico quando viene stimolato, in vitro, con LPS o ROS 

(Swarup et al.,2011). Analogamente, SOD1G93A o SOD1G85R inducono, in vitro, 

un cambiamento morfologico e funzionale della microglia, aumentando il 

rilascio di citochine pro-infiammatorie e ROS (Zhao et al., 2010). Nei topi 

chimerici con cellule che esprimono sia SOD1 mutata che non mutata, le cellule 

non neuronali che non esprimono mSOD1, compresa la microglia, ritardano la 

degenerazione e estendono significativamente la sopravvivenza dei 

motoneuroni nonostante questi esprimano le proteine mutate (Clement et al., 

2003). È interessante notare come anche l'espressione di mSOD1 nella 

microglia sia alla base della trasformazione fenotipica durante la progressione 

della malattia. Più specificamente, sono state fornite prove in-vitro che 

dimostrano come studiando co-colture di motoneuroni wild-type (WT) e 

microglia mSOD1 ottenuta a diversi stadi di maturazione , la microglia attivata 

precocemente, che esprime mSOD1, esibisce caratteristiche neuroprotettive, 

migliorando la sopravvivenza neuronale, mentre la microglia mSOD1 

derivata dallo stadio terminale mostra proprietà tossiche con significativo  

aumento del tasso di mortalità neuronale (Liao et al., 2012). Inoltre, la 

microglia mSOD1 mostra una maggiore espressione di molecole coinvolte 

nello stress del reticolo endoplasmatico (Ito et al., 2009). A livello molecolare, 

le proteine mutate, tra cui TDP-43 e FUS, inducono l'attivazione selettiva del 

fattore nucleare-kappa B (NF-kB), il principale regolatore della neuro-

infiammazione (Frakes et al., 2014). Successivamente, è stato dimostrato che 

l'up-regolation del fattore NF-kB nella microglia wild-type induce  gliosi  e  

morte dei motoneuroni, sia in vitro che in vivo, mentre la down-regolation di  

NF-kB nella microglia determina una protezione verso la morte dei 

motoneuroni in vitro e prolunga la sopravvivenza in topi affetti da SLA, 

modulando l'attivazione della microglia con attività proinfiammatoria. Questi 

dati indicano quindi che la morte dei motoneuroni indotta dalla microglia 

nella SLA avviene tramite l’attivazione della classica pathway di NF-kB 

(Frakes et al., 2014; Zhao W. et al., 2015). Alla luce di quanto descritto, la 

possibilità di modulare opportunamente i fenotipi microgliali, potenziando 

l'azione antinfiammatoria e inibendo o riducendo la tossicità M1, potrebbe 

essere una strategia terapeutica promettente per la SLA. Tuttavia, emergenti 

evidenze suggeriscono che il paradigma M1/M2 potrebbe rappresentare una 

semplificazione eccessiva (Ransohoff, 2016) dei diversi fenotipi della 

microglia, in quanto pare vi siano differenze sostanziali tra microglia del SNC 

e macrofagi periferici, dai quali è nata originariamente l‘ attuale terminologia 

M1/M2 (Figura 9). Così come i macrofagi residenti nel cervello, la microglia ha 

un elaborato repertorio di funzioni specifiche, mantenuto da un peculiare 

profilo di espressione genica (Gautier et al., 2012). In vitro, il ridirezionamento 

fenotipico è una caratteristica tipica dei macrofagi periferici, mentre la 

microglia mostra un grado di plasticità inferiore (Parisi et al., 2016b). La 

coesistenza dei due fenotipi opposti, oltre che la transizione da M2 a M1, 
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durante la progressione della SLA è stata  recentemente messa in evidenza da 

diverse scoperte.Ad esempio, fattori favorenti  l'infiammazione, come il fattore 

di crescita insulino simile IGF-1, il cui rilascio è soppresso in un ambiente pro-

infiammatorio (M1),  e favorito in un ambiente protettivo M2 (Suh et al., 2013),  

è stato ritrovato iper-espresso dalla microglia SOD1G93A non solo nella fase pre-

sintomatica, ma anche nella fase terminale (Chiu et al., 2008). Inoltre, è stata 

segnalata una down-regulation di IL-6 nel tempo, associata ad una 

sovraregolazione dell'antagonista di IL-1R, suggerendo la presenza di una 

risposta anti-infiammatoria (Chiu et al., 2008).  

Le analisi dei cambiamenti del trascrittoma nella microglia mutata SOD1G93A 

hanno confermato queste osservazioni; hanno anche evidenziato che 

l'attivazione dei geni coinvolti nelle pathway antinfiammatorie, tra cui, Igf1, 

Progranulin e Trem2, coesiste con la sovraregolazione di geni correlati a fattori  

 potenzialmente neurotossici, tra cui MMP-12 e citochine proinfiammatorie 

(Chiu et al., 2013). È interessante notare come emergono delle differenze 

critiche nel profilo di espressione genica tra cellule filogeneticamente simili 

come i macrofagi M1/M2, la microglia attivata da LPS e la microglia attivata 

in topi SOD1G93A. Mentre la microglia attivata da LPS  mostra un aumento della 

replicazione del DNA, del ciclo cellulare e della trascrizione di geni legati alla 

segnalazione dell'immunità innata, suggerendo un'impronta 

neurodegenerativa che caratterizza la microglia nella patogenesi della SLA. 

La microglia che esprime la mutazione SOD1G93A non mostra una prevalenza  

significativa e chiara del fenotipo M1 o M2 in qualsiasi stadio della malattia 

(Chiu et al., 2013). In linea con questi risultati, è stata infatti mostrata sia una 

maggiore espressione di iNOS (marcatore M1) che dell'arginasi 1 (Arg1; 

marcatore M2), parallelamente all'incremento generalizzato dell'attivazione 

della microglia in topi SOD1G93A (Lewis et al., 2014). 
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FIGURA 10. Polarizzazione della microglia M1/M2 durante la degenerazione dei motoneuroni nella 

sclerosi laterale amiotrofica (SLA). Durante la progressione della patologia la microglia rappresenta un 

continuum tra il fenotipo M2 neuroprotettivo, che promuove la riparazione dei tessuti e supporta la 

sopravvivenza dei neuroni rilasciando fattori neuroprotettivi, rispetto al fenotipo tossico M1, che 

produce citochine infiammatorie aumentando la neuroinfiammazione e supportando ulteriormente la 

polarizzazione M1, che sostiene così alla morte neuronale. Diversi approcci terapeutici mirati a 

modulare lo stato di polarizzazione della microglia, inducendo una transizione verso il  fenotipo M2 

possono rappresentare strategie promettenti nel migliorare la neurodegenerazione locale e migliorare 

l'esito clinico della malattia. Tratto da(Geloso et al.,2017)  

 

 

3.3 Ruolo della microglia nel modulare la fagocitosi e la 

neuroinfiammazione nella SLA 

È stato accertato come le cellule immunitarie svolgano un ruolo importante 

nella neurodegenerazione e la scoperta che particolari geni espressi dal 

sistema immunitario  conferiscono un rischio elevato di SLA/FTD, supporta 

questa teoria (McCauley et al.,2018). La microglia può eliminare gli agenti 
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patogeni o le cellule apoptotiche attraverso la fagocitosi; di conseguenza, 

mutazioni di geni associati alla fagocitosi espressi dalla microglia sono stati 

identificati come fattori di rischio sia per la SLA che per FTD (Figura 11); a 

titolo di esempiosi riporta la mutazione del gene TREM2. Le mutazioni in 

questo gene sono state collegate alla perdita della funzione della proteina 

TREM2, portando ad un'alterata risposta infiammatoria e ridotta fagocitosi da 

parte della microglia (Cady et al.,2014; Colonna et al.,2003;Kleinberger et 

al.,2014). Mutazioni in GRN, d'altra parte, sono state direttamente associate 

con FTD e possono anche loro conferire un certo rischio di sviluppare la SLA.  

Il gene PGRN (progranulin) è espresso sia dai neuroni che dalla microglia e 

permette alle estroflessioni della microglia di riconoscere gli elementi tossici e 

le cellule apoptotiche (Pickford et al.,2011). Mutazioni in questo gene causano 

disfunzioni della fagocitosi; la mancanza di PGRN nella microglia causa la 

disregolazione dell'espressione genica del complemento, la compromissione 

del pruning sinaptico e una generale alterazione della funzione microgliale 

(Lui et al.,2016; Minami et al.,2014).   

Mutazioni in PFN1, che codifica per la proteina Profilina, sono state 

identificate come predisponenti alla SLA. La profilina è importante per la 

regolazione dell'actina necessaria per la fagocitosi e per la formazione dei 

fagosomi (Wu et al.,2012). Mutazioni in PFN1 sono in grado di attivare la 

microglia (Fil et al.,2017).  

Il fatto che i geni menzionati siano altamente espressi nella microglia, o in 

grado di attivare la microglia quando sono mutati, indica l' esistenza di un 

collegamento tra fagocitosi microgliale, neuroinfiammazione e 

neurodegenerazione e questi aspetti sono impostanti non solo nella SLA ma 

anche in altre patologie neurologiche che condividono tra loro alcuni aspetti. 

Per approfondire il ruolo della microglia nei disturbi neurodegenerativi, è 

importante considerare come queste cellule vanno incontro al processo di 

attivazione. Per quanto concerne la SLA, l'attivazione della microglia potrebbe 

essere innescata da accumulo di proteine mal ripiegate, uno dei tratti 

patologici distintivi della malattia. Una volta attivata, è stato dimostrato che la 

microglia possiede proprietà neuroprotettive durante le fasi presintomatiche, 

ma muta in un fenotipo neurotossico nelle fasi successive, incrementando 

ulteriormente la progressione della malattia (Henkel et al.,2009). Il gene 

C9Orf72 è altamente espresso nelle cellule mieloidi e la sua carenza è stato 

segnalato causare accumulo lisosomiale, iperattivazione delle risposte 

immunitarie mediante l'alterazione dell'attività delle cellule mieloidi e una 

neuroinfiammazione sistemica. Questo è accompagnato da un aumento dell' 

espressione di citochine proinfiammatorie come IL-1β e IL-6 (Renton et 

al.,2011; DeJesus-Hernandez et al.,2011); inoltre, è stato osservato che una 

riduzione dell'espressione di C9Orf72 causa up-regolation dei geni che 

portano all' attivazione  della microglia, come TREM2. Ciò potrebbe 

contribuire ad alterare l'attività della microglia, con conseguente 
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neuroinfiammazione cronica e promuovendo  la neurodegenerazione (Lall et 

al.,2017). La mutazione recentemente scoperta del gene TBK1, , fornisce un' 

ulteriore evidenza dell' alterazione immunitaria nei casi di SLA/FTD, 

sottolineando il ruolo delle cellule gliali e della neuroinfiammazione nella 

patogenesi della malattia (Freischmidt et al.,2015). TBK1 è un noto regolatore 

del sistema immunitario innato, influenzante la produzione di interferone-α 

(IFNα) e interferone-β (IFNβ), ed è quindi direttamente coinvolto nella 

neuroinfiammazione (Oakes et al.,2017). Anche le proteine Optineurina 

(OPTN), Sequestosome 1/p62 (SQST1) così come la Valosin-containing protein 

(VCP) sono state collegate alla neuroinfiammazione e alla microglia, poiché, 

insieme a TBK1, possono regolare il fattore NF-kβ, ovvero, come ricordato in 

precedenza, uno dei cruciali regolatori dell'attivazione gliale e della 

neuroinfiammazione (Zhu et al.,2007; Cirulli et al.,2015). Inoltre, alcune 

proteine come PGRN e UBQLN2, sono analogamente importanti all'interno 

delle pathway autofagiche e lisosomiali, sottolineando chiaramente il ruolo 

dell'autofagia e della disfunzione lisosomiale nei pazienti con SLA/FTD 

(Chang et al.,2017; Lui et al.,2016; Rothenberg et al.,2010). Il fatto che i geni 

coinvolti in questi sistemi sono espressi sia dai neuroni che dalla microglia 

indica che entrambi i tipi cellulari potrebbero promuovere l'accumulo di 

proteine e alterazioni nelle risposte infiammatorie della microglia, che insieme 

portano ragionevolmente alla neurodegenerazione. Le mutazioni di questi 

geni comportano la perdita parziale della loro funzione con conseguente 

compromissione dell'induzione dell'autofagia, che sembra essere un 

meccanismo chiave alterato nella  SLA/FTD. 

 

 
 

 

 

FIGURA 11. Microglia e infiammazione nella SLA/FTD. Mutazioni in geni come C9Orf72, SOD1, TBK1, OPTN, 

VCP e SQSTM1 hanno dimostrato attivare la microglia aumentando la produzione di fattori neurotossici e quindi 

la neuroinfiammazione; mentre, è stato osservato che mutazioni in TREM2, C9Orf72, GRN e PFN1 

compromettono la fagocitosi microgliale. Le alterazioni in questi sistemi causano ulteriori danni alle cellule neurali, 

tra cui i motoneuroni neuroni nella SLA, portando alla neurodegenerazione e promuovendo la progressione della 

malattia. Tratto da (Haukedal et al.,2019) 
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3.4 Ruolo della microglia nel modulare l' autofagia nella SLA 
L'autofagia è un termine generico che indica le pathway con cui componenti 

cellulari, come proteine malripiegate o ubiquitinate oppure organelli 

danneggiati, vengono consegnati ai lisosomi per la loro degradazione. Si tratta 

di un  importante meccanismo per il mantenimento dell' omeostasi cellulare e 

per  la sopravvivenza; sono stati descritti tre tipologie di autofagia: 

macroautofagia, microautofagia e autofagia chaperone-mediata, con la 

macroautofagia come forma predominante (Nixon et al.,2013; Menzies et 

al.,2017). L'autofagia consiste in un sistema costituito da proteine correlate, 

note come ATGS, essenziali per mediare la formazione dell' autofagosoma 

(Shibutani et al.,2015). Sorprendentemente, è stato scoperto come questa 

pathway e le proteine ad essa associate possono influenzare l'infiammazione 

e l'immunità (Figura 12). Sembra infatti che le proteine dell'autofagia possano 

agire sia come soppressori e che come induttori di risposte infiammatorie. Gli 

stimoli infiammatori a loro volta influenzano l'autofagia, indicando così una 

chiara connessione tra i due percorsi (Levine et al.,2011; Su et al.,2016).  È stato 

osservato che l'autofagia influenza l' attività della microglia, sia in termini di 

fagocitosi che di infiammazione. Sia l'autofagia che la fagocitosi mostrano 

molte somiglianze, basandosi sulla formazione di strutture vescicolari, 

autofagosomi e fagosomi, rispettivamente. Entrambi i processi inglobano e 

forniscono ai lisosomi sia componenti intracellulari (autofagia) che 

extracellulari (fagocitosi), per procedere con la loro degradazione e sono 

essenziali per mantenere l'omeostasi cellulare (Plaza-Zabala et al.,2017). La 

carenza di proteine associate all'autofagia è stato suggerito alterare 

l'espressione di recettori correlati alla fagocitosi, come TREM2, fornendo 

un'ulteriore prova della correlazione tra autofagia, fagocitosi e microglia 

(O'Rourke et al., 2016). 

L'autofagia ha dimostrato inibire indirettamente la produzione di IL-1β e IL-

18. Ciò si ottiene tramite la digestione di mitocondri anormali e 

malfunzionanti, riducendo di conseguenza la produzione di specie reattive 

dell'ossigeno (ROS). L' aumento della quantità di ROS può infatti attivare 

l'inflammasoma, promuovendo la maturazione e la secrezione di citochine 

proinfiammatorie (Crisan et al.,2011). Sorprendentemente, gli autofagosomi 

possono mirare anche a tali inflammasomi e degradarli, impedendo 

ulteriormente la produzione di citochine e sopprimendo la risposta 

infiammatoria (Shi et al.,2012). Inoltre, l'autofagia può inghiottire citochine 

pro-infiammatorie, fornendo una regolazione aggiuntiva.  Tutte queste azioni 

legate alla risposta infiammatoria sottolineano chiaramente il ruolo del 

macchinario autofagico nella microglia e nell'infiammazione (Ceisan et 

al.,2011; Trotti et al.,2011).  

L' autofagia è un processo che è stato documentato essere compromesso in una 

serie di disturbi neurodegenerativi, tra cui la SLA e la FTD. Sulla base di 

quanto descritto sopra, se questo sistema è compromesso, può quindi causare 
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l'accumulo di proteine e mitocondri malfunzionanti ed un aumento del rilascio 

di mediatori infiammatori (Nakahira et al.,2011). 

Nel complesso, le evidenze emergenti indicano che l'autofagia normalmente 

promuove un fenotipo della microglia anti-infiammatorio, prevenendo 

l'attivazione dell'inflammasoma e bloccando il rilascio di citochine 

proinfiammatorie. La disregolazione di questo sistema può influenzare l' 

attività microgliale e potenzialmente contribuire alla neuroinfiammazione 

cronica nei disturbi neurodegenerativi tra i quali la SLA (Plaza-Zabala et 

al.,2017). 

 

 

 

 
 

FIGURA 12. Correlazione tra autofagia e attività della microglia. Normalmente, si suggerisce come l'autofagia 

svolga un ruolo antinfiammatorio, promuovendo la fagocitosi e riducendo la maturazione ed il rilascio di citochine 

infiammatorie e fattori neurotossici. Quando questo sistema è compromesso, può, tuttavia, regolare in modo 

dannoso la microglia e la risposta infiammatoria. È stato dimostrato che mutazioni nei geni TBK1, OPTN, GRN, 

SQSTM1, VCP e UBQLN2 alterano i macchinari deputati all‘autofagia. La carenza di queste proteine causa una 

ridotta autofagia, che si traduce in un aumento dell'infiammazione, attivazione di l'inflammasoma e un‘alterata 

fagocitosi. Ciò indica una correlazione rilevante tra autofagia, funzione microgliale e neuroinfiammazione.Tratto 

da (Haukedal et al.,2019) 

 

 

3.5 Attivazione della microglia associata ad un‘alterazione di 

miRNA nella SLA 
I miRNA sono piccoli RNA non codificanti, lunghi circa 22 nucleotidi, 

trascritti, mediante la RNA polimerasi, da regioni intergeniche o da introni di 

geni codificanti proteine (Krol et al.,2010) e sono coinvolti nella regolazione 

die processi di traduzione e sintesi proteica (Filipowicz et al.,2008). Si legano 

alla sequenza di mRNA complementare, con conseguente silenziamento 

genico (nella maggior parte die casi, ma possono anche promuovere una 

maggior espressione genica) attraverso, la degradazione dell'mRNA o tramite 

la repressione della traduzione (Bartel et al.,2009). Un solo miRNA di solito 

bersaglia molti geni diversi e spesso vari miRNA colpiscono sinergicamente 

un singolo gene (Thomson et al.,2011).  

Il cervello ha la più alta espressione di miRNA tessuto-specifico (Babak et 

al.,2004; Sempere et al.,2004), con un gruppo in particolare localizzato nei 
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dendriti dove svolgono un ruolo importante nella plasticità neuronale del 

cervello adulto (Gao et al.,2010; McNeill et al.,2012) e nella morfologia delle 

spine dendritiche (Schratt et al.,2009). I geni FUS e TARDBP sono direttamente 

coinvolti nella formazione dei miRNA, attraverso il reclutamento di Drosha, 

un enzima ribonucleasico coinvolto nella biogenesi dei miRNA (Morlando et 

al.,2012), e promuovendo l'interazione tra Drosha e Dicer, un'endonucleasi 

RNasi coinvolta nell'elaborazione del pre-miRNA (Kawahara et al.,2012). 

Inoltre, la proteina TDP-43 è normalmente coinvolta nella maturazione post-

trascrizionale di alcuni miRNA nel citoplasma e nel nucleo. Di conseguenza, 

la sua errata localizzazione in aggregati citoplasmatici presenti nella SLA è 

stata associata a una diminuzione nell'elaborazione di miRNA regolati da 

TDP-43 (Kawahara et al.,2012). È stato evidenziato il ruolo dei miRNA nella 

SLA quando è stato osservato un profilo di espressione di miRNA diverso nel 

liquido cerebrospinale, nel siero e nel sangue tra pazienti affetti da SLA e 

controlli sani (Butovsky et al.,2012; Benigni et al.,2016; Xu et al., 2018), dando 

così l'opportunità di utilizzarli come potenziali biomarcatori (Joilin et al.,2019; 

Ricci et al.,2018). Tuttavia, la fonte di questi miRNA rimane sconosciuta e sono 

necessari ulteriori studi per identificare se questi vengano rilasciati dai 

motoneuroni degenerati, dai muscoli atrofizzati, dagli astrociti e microglia 

attivati o da altri tipi cellulari. 

Recenti prove suggeriscono che la disregolazione di alcuni miRNA è collegata  

all'attivazione microgliale  nella SLA. Ad esempio, miR-22-3p, miR-125b-5p, 

miR-146b-5p, miR-155-5p, miR-214-3p e miR-365-3p sono sovraespressi nella 

microglia dei topi SOD1G93A, e modulano i geni infiammatori legati alla SLA, 

come la pathway di IL-6 che determina la trascrizione di TNF (Parisi et 

al.,2013). Inoltre, l'attivazione in vitro della microglia wild- type  provoca la 

sovraregolazione di alcuni miRNA, tra cui miR-22-3p, miR-125b-5p, miR-

146b- 5p e miR-155-5p, che sono similmente sovraregolati nella microglia  

SOD1G93A. La sovraespressione di miR-155-5p è stata osservata prima dell' 

insorgenza dei sintomi  e durante tutta la progressione della malattia nel 

midollo spinale di pazienti sia affetti da sSLA che da fSLA (Cunha et al.,2018), 

ma è stata riscontrata anche nel midollo spinale di ratti e topi SOD1G93A allo 

stadio terminale. Questa sovraespressione è accompagnata da un aumento di 

tutti i miRNA pro-infiammatori, così come diversi geni associati alla 

neuroinfiammazione, alla astrogliosi e all' attivazione della microglia (Koval 

et al.,2013). Inoltre, l'ablazione genetica di miR-155-5p nei topi SOD1G93A riduce 

il numero di microglia infiltrante ed attivata nel midollo spinale, prolunga la 

sopravvivenza, migliora le prestazioni motore e ritarda l'insorgenza della 

malattia (Butovsky et al.,2015). È interessante notare che anche se la microglia 

ha una normale capacità fagocitica in topi miR-155-5p -/-, i topi SOD1G93A/ miR-

155-5p +/− producono una microglia con capacità fagocitica alterata e di 

conseguenza non sono in grado di eliminare i neuroni degenerati. In parallelo, 

la maggior parte dei geni target di miR-155-5p non sono più repressi nei topi 
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miR-155-5p - / -. Allo stesso modo, la somministrazione centrale di anti-miR-

155-5p in modelli di topo mSOD1 de-reprime i bersagli del gene miR-155-5p 

all'interno di neuroni, astrociti e microglia, parallelamente aumenta la 

sopravvivenza e si ha un miglioramento della funzione motoria. Questi 

risultati sono coerenti con le prove che hanno trovato miR-155-5p 

sovraregolato nei pazienti con SLA e che anti-miR-155-5p estende la 

sopravvivenza nei topi con mutazioni SOD1(Koval et al.,2013). Pertanto, miR-

155-5p sembra svolgere un ruolo nella SLA attraverso la modulazione della 

funzionalità microgliale. Tuttavia, a parte due studi che mostrano la 

sovraregolazione di alcuni miRNA all'interno microglia in modelli murini di 

SLA (Butovsky et al., 2012; Parisi et al.,2013), nessuno studio ha confermato se 

questo sia presente anche nei pazienti di SLA. Dei 29 miRNA sovraregolati 

nella microglia dai modelli di topo SLA, 6 sono anche sovraregolati in CSF e/o 

siero di pazienti umani (Tabella 1). Questi sei miRNA mirano collettivamente 

a oltre 10.000 geni sperimemntalmente convalidati. Analisi di ontologia genica 

hanno mostrato un arricchimento in diversi processi biologici, tra cui alcuni 

processi che sono interrotti nella SLA, come la dinamica del citoscheletro, lo 

stress ossidativo, l'infiammazione, la regolazione dell'RNA e il trasporto 

organelli.  

Ancora una volta si evince quindi come lo stato di attivazione della microglia 

nella SLA, determinato da mutazione gentiche o in generale dallo stato 

patologico, influenza anche il profilo di miRNA prodotti e potenzialmente 

rilasciati dalla stessa microglia attraverso vescicole extracellulari (vedi 

capitolo 2.3). Alla luce di questi aspetti, la possibilità di una modulazione 

farmacologica attravreso i recettori espressi dalla microglia, e tra questi i 

recettori glutammaterci mGluRs del gruppo I, rappresenta un approccio 

potenzialmente percorribile per il trattamento della SLA. 

 

 

 

3.6 Ruolo dei recettori metabotropi glutammatergici del gruppi I 

espressi dalla microglia nella SLA 
 

I recettori extra-sinaptici svolgono un ruolo regolatorio nella rete neuronale 

coordinando la comunicazione cellula-cellula. In questo modo, le sostanze 

neuroattive non sono solo confinate alla fessura sinaptica a governare la 

conduttività e la connessione neuronale, ma si diffondono anche nello spazio 

extracellulare, attraverso il gradiente di concentrazione, al fine di comunicare 

con le cellule non neuronali. In questo ambito la microglia, come visto nel 

capitolo iniziale, esprime una grande varietà di recettori per diversi 

neurotrasmettitori, i quali possono essere attivati e determinare variazioni 

significative del fenotipo cellulare durante il decorso della SLA; questi 
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cambiamenti cellulari della microglia indotti dai neurotrasmettori o fattori che 

diffondono nello spazio extracellulare, a loro volta influenzano altre cellule 

gliali come gli astrociti e soprattutto impattano sulla vitalità dei MN circostati.  

Nei paragrafi successivi verranno evidenziate nello specifico le attività che 

vengono modulate dai recettori metabotropi glutammatergici del gruppo I 

espressi dalla microglia durante la progressione della SLA ed il loro potenziale 

ruolo eziopatologico. 

 

3.6.1 I recettori glutammatergici nella SLA  
L'eccitotossicità glutammatergica è stato suggerito giocare un ruolo 

importante nella neurogenerazione mediata dalla microglia nella SLA. Ad 

esempio, sono stati rilevati livelli aumentati di glutammato nel liquido 

cerebrospinale di alcuni pazienti con SLA (Rothstein et al.,1990). La microglia 

attivata aumenta la suscettibilità dei motoneuroni alla tossicità del 

glutammato, riducendo la ricaptazione del glutammato da parte degli  

astrociti (Zhao et al.,2004). Inoltre, il rilascio di glutammato da parte della 

microglia attivata, causato dall’azione del TNF induce già di per sè morte 

neuronale  (Takeuchi et al.,2006); per contro, il blocco dell'eccessivo rilascio di 

glutammato sopprime la perdita neuronale nel midollo spinale di modelli 

murini di SLA (Takeuchi et al.,. 2011). 

Relativamente il coinvolgimento del glutammato nella fisiopatologia della 

SLA è stato a lungo studiato considerando anche che l'unica molecola 

farmacologica approvata per il trattamento della SLA dal 1995, resta fino ad 

ora il riluzolo, ovvero un inibitore in grado di modificare, seppure in maniera 

molto aspecifica, il rilascio di glutammato, ottenendo un modestissimo 

miglioramento del decorso clinico dei pazienti SLA. (Oskarsson et al.,2018). La 

microglia esprime sia recettori ionotropi che metabotropi che mediano 

complessivamente la risposta al glutammato e partecipano al processo di 

neuroinfiammazione e di neurodegenerazione (Liu et al.,2016). Ad esempio, il 

glutammato rilasciato dalla microglia attivata induce la morte diretta dei 

motoneuroni per eccitotossicità. Inoltre, sia nel midollo spinale che in alcune  

aree della corteccia motoria si registrano gravi danni ai motoneuroni, per una 

perdita o in generale disfunzione selettiva dei trasportatori che si occupano 

del re-uptake del glutammato da parte degli astrociti, contribuendo 

ulteriormente all‘aumento dell‘eccitotossicità e di conseguenza alla morte dei 

motoneuroni (Pehar et al.,2017). Questi aspetti hanno sollevato la necessità e 

possibilità di individuare nuovi target terapeutici rivolti in particolare alla 

modulazione del sistema glutammatergico in diversi tipi di cellule gliali, 

anche perché i farmaci che agiscono sul sistema glutammatergico sono in 

grado di contrastare l'eccitotossicità non solo riducendo il glutammato 

rilasciato, ma anche indirettamente inducendo la produzione di fattori 

neurotrofici (Battaglia et al.,2018; Blasco et al.,2014). Nel 2004, Zhao et al. 
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hanno studiato gli effetti diretti del glutammato su cellule di microglia 

derivante da pazienti affetti da SLA e attivata da LPS o da immunocomplessi 

IgG e i loro effetti sulla sopravvivenza sui motoneuroni in coltura. Hanno 

dimostrato che la microglia induce direttamente danno ai motoneuroni  

mediante il glutammato, e l‘inibizione dei recettori AMPA e  kainato era in 

grado di prevenire gli effetti tossici della microglia attivata. Inoltre, l'aggiunta 

di astrociti sani alle co-culture di motoneuroni e microglia attivata era in grado 

di previene la morte dei motoneuroni, diminuendo il glutammato 

nell'ambiente extracellulare. Infine, la microglia attivata aumenta 

indirettamente la suscettibilità dei motoneuroni agli effetti tossici del 

glutammato riducendo l‘uptake del glutammato da parte degli astrociti (Zhao 

et al.,2004). Il rilascio dannoso di glutammato microgliale è stato ulteriormente 

studiato da Takeuchi e collaboratori dimostrando che il TNF-α induce 

neurotossicità attraverso un significativo rilascio di glutammato autocrino da 

parte della microglia  principalmente attraverso le gap-junctions e causato 

dall‘ up-regulation della glutaminasi (Takeuchi et al.,2006). Gli autori hanno 

anche dimostrato che la morte neuronale è prevenuta da  un inibitore della 

glutaminasi o da bloccanti degli emicanali in grado di ripristinare il rilascio 

fisiologico di glutammato da parte della microglia. Successivamente, lo stesso 

gruppo di lavoro ha generato un bloccante degli emicanali permeabile alla 

barriera ematoencefalica a base di acido glicirretico, e ha dimostrato come il 

blocco farmacologico degli emicanali inibisce il rilascio eccessivo di 

glutammato da parte della microglia attivata, sia in vitro che in vivo (Takeuchi 

et al.,2011; Takeuchi et al.,2014). Ancora più importante, la somministrazione 

di inibitori delle gap-junction in topi SOD1G93A e SOD1G37R modello di SLA, 

detemina un‘inibizione significativa del rilascio eccessivo di glutammato 

microgliale, una ridotta  perdita di motoneuroni nel midollo spinale, che si 

traduce in un miglioramento della progressione della malattia e della 

sopravvivenza (Takeuchi et al.,2011; Takeuchi et al.,2014). Questi risultati 

suggeriscono che le gap-junction e gli emicanali potrebbero rappresentare un 

nuovo target per la prevenzione della morte neuronale mediata dalla 

microglia nella SLA. Il legame tra glutammato e microglia è stato 

ulteriormente confermato anche dal lavoro di Liu e collaboratori dimostrando 

che il riluzolo è in grado di modulare l'attivazione della microglia primaria nel 

ratto diminuendo i marcatori proinfiammatori indotti da LPS  e aumentando 

i marcatori indicativi del fenotipo di microglia protettiva come per esempio 

IL-4, suggerendo così che il riluzolo è neuroprotettivo anche attraverso 

meccanismi mediati dalla microglia (Liu et al.,2013). 

Dal momento che il rilascio di glutammato da parte della microglia attivata si 

verifica principalmente attraverso l'antiporto cistina/glutammato attraverso la  

subunità xCT/Sistema Slc7a11, nel 2015 Boille e collaboratori hanno studiato 

questo sistema come potenziale approccio per rallentare la progressione della 

malattia in topi modello di SLA(Mesci et al., 2015). I risultati ottenuti hanno 
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mostrato per la prima volta che l'espressione di xCT è aumentata nella 

microglia presente nel  midollo spinale del topo SLA e assente nei 

motoneuroni. Inoltre è stato dimostrato che, durante la progressione della 

malattia, la microglia attivata induce l'espressione di xCT e che i livelli di xCT 

sono aumentati sia nel tessuto midollo spinale che nella microglia isolata da 

topi SOD1G93A. È interessante notare che l'espressione di xCT è presente anche 

nel midollo spinale post mortem di pazienti con SLA ed è associata ad 

un’aumentata infiammazione. Inoltre, sostenendo l'idea che il sistema xCT  

potrebbe essere un mediatore di attività della microglia, è stato dimostrato  che 

la delezione genetica di xCT nei topi SLA diminuisce i livelli di fattori pro-

infiammatori associati alla microglia come l'ossido nitrico, TNF-α e IL-6, 

mentre aumenta l'espressione dei marker neuroprotettivi Ym1 / Chil3. 

Sorprendentemente, la delezione di xCT nei topi mSOD1 anticipa l’insorgenza 

della malattia,  ma  ne rallenta la progressione, coerentemente con il duplice 

ruolo della microglia e del glutammato  durante la progressione della malattia 

(Mesci et al.,2015). Presi insieme, questi studi rivelano un ruolo importante del 

glutammato e della sua attività nel modulare il fenotipo della microglia e 

l’acquisizione di funzioni neurotossiche suggerendo come la strategia 

terapeutica mirata a bloccare o modulare gli effetti del  glutammato sulla 

microglia può rivelarsi un approccio promettente. 

 

 

3.6.2 Alterazioni della proliferazione gliale e dell'espressione dei recettori 

mGluR nella SLA 

Come ricordato nei capitoli iniziali, la massiccia astrogliosi e la degenerazione 

dei motoneuroni nella corteccia e nel midollo spinale sono le caratteristiche 

peculiari istopatologiche della SLA (Kushner et al.,1991; Schiffer et al.,1996). 

Tradizionalmente, l'astrogliosi si pensava essere secondaria alla perdita dei 

motoneuroni con lo scopo di sostituire il tessuto degenerato e formare la tipica 

“cicatrice astrogliale“. Tuttavia, prove crescenti indicano come la disfunzione 

gliale possaessere direttamente coinvolta nella patogenesi di SLA. 

Nello studio di Anneser e collaboratori (2004) è stata descritta una 

sovraregolazione delle proteine e dell' mRNA dei recettori mGluR del gruppo 

I e II in cellule gliali provenienti dal midollo spinale di pazienti con SLA. Nei 

pazienti di controllo risultavano espressi solo livelli moderati di mRNA 

codificanti per i mGluR1 e mGluR3 in cellule gliali del midollo spinale, mentre 

GluR2 e GluR5 erano molto poco rilevabili. Ciò è in accordo con i risultati in 

vitro descritti in precedenza da Silva e collaboratori (1999) dove si mostrava 

una robusta espressione di mGluR1 ed mGluR2/3 in astrociti di midollo 

spinale coltivati in vitro, mentre gli altri sottotipi recettoriali risultavano 

pressochè assenti. Quindi, l'espressione di mGluR1 sembra essere specifica per 

la glia del midollo spinale, poiché non è stata rilevata negli astrociti di altre 
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regioni (Biber et al.,1999; Ciccarelli et al.,1997; Heck et al.,1997). Tuttavia, 

nonostante i livelli moderati di mRNA di mGluR1 e mGluR3 osservati nei 

pazienti di controllo, i livelli di mRNA non coincidevano con le intensità del 

segnale IHC, che erano ugualmente basse con tutti gli anticorpi utilizzati. Sono 

state inoltre descritte discrepanze simili tra l'espressione dell'mRNA di mGluR 

ed il contenuto proteico  (Ciccarelli et al.,1997). Tuttavia, grandi variazioni nei 

livelli di espressione mGluR gliale sono state riscontrate tra i vari pazienti. 

Similmente all'estensione variabile dell'astrogliosi nei pazienti con SLA, che è 

stata descritta in precedenza (Schiffer et al.,1996), questa osservazione può 

mettere in luce le differenze nei diversi stadi della malattia e/o la gravità della 

patologia. 

Tuttavia, solamente da questi dati post-mortem, non si può dedurre l' impatto 

della sovraregolazione di mGluR nelle cellule gliali durante tutto il processo 

patologico. Pertanto, si è cercato di correlare questi risultati con effetti 

funzionali valutabili dell'attivazione di mGluR in cellule gliali. Nello studio 

post-mortem, l'espressione di mGluR era principalmente osservata in astrociti 

che mostravano cambiamenti delle caratteristiche morfologiche delle cellule 

gliali reattive (Ludolph et al.,2000). Siccome l'attivazione di mGluR è stata 

associata alla proliferazione gliale (Ciccarelli et al.,1997; Schinkmann et 

al.,2000), si è formulata l'ipotesi secondo cui l'attivazione di mGluR possa 

contribuire alla proliferazione gliale nella SLA. Vari studi hanno rivelato in 

precedenza che il liquido cerebrospinale (CSF) può esacerbare proprietà 

specifiche della malattia nelle colture cellulari. Il CSF estratto da modelli di 

SLA si è dimostrato essere tossico in colture di cellule corticali (Terro et 

al.,1996; Couratier et al., 1994) e di aumentare l'espressione di c-Fos in fettine 

di midollo spinale tramite un incremento  dell' attività glutamatergica 

(Manabe et al.,1999). Livelli elevati di glutammato nel liquido cerebrospinale 

dei pazienti con SLA sono stati infatti descritti precedentemente, sebbene 

questi risultati non siano stati confermati (Camu et al.,1993; Spreux-

Varoquaux et al.,2002). In vivo, il CSF, iniettato per via intratecale, ha causato 

astrogliosi reattiva nei topi neonati (Shahani et al.,1998). Allo stesso modo, è 

stata riscontrata una differenza significativa nel tasso di proliferazione tra 

colture trattate con CSF e  di controllo. Inoltre, è stata riscontrata una riduzione 

del numero di cellule in proliferazione e nell'espressione della vimentina dopo 

l'aggiunta dell' antagonista mGluR del gruppo I AIDA in entrambi i gruppi 

trattati, suggerendo che la promozione della proliferazione per azione del CSF 

di controllo e di quello malato era almeno parzialmente mediata 

dall'attivazione di mGluR. Sorprendentemente, la riduzione proporzionale 

delle cellule proliferanti per addizione di AIDA era significativamente più alto 

nelle colture trattate con CSF malato  che nelle colture trattate con CSF di 

controllo.  Questi dati dimostrano la presenza nella SLA, di profonde 

alterazioni soprattutto di carattere funzionale e meccanicistico dei recettori 

mGluR gliali espressi nel midollo spinale. Inoltre, suggeriscono che la 
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stimolazione dei recettori mGluR nella SLA può indurre la proliferazione 

gliale e regola l'espressione dei trasportatori del glutammato (Gevelashvili et 

al.,2000; Aronica et al.,2003). I recettori mGluR gliali possono quindi collegare 

l'astrogliosi e la microgliosi con i disturbi nell'omeostasi del glutammato, due 

fenomeni chiave osservati nella SLA. Ulteriori studi con topi transgenici SOD1 

mutati sono tutt’ora attivi per studiare l'espressione di mGluR nelle cellule 

gliali reattive durante il decorso della malattia e per testare possibili interventi 

farmacologici in questo modello animale. 
 

 

 

3.6.3 Ruolo dei recettori mGluR5 in colture di microglia ottenuta da topi 

SOD1G93A modello di SLA                                  

I dati di Berger e collaboratori (2012) suggeriscono come un tessuto 

infiammato inneschi una regolazione opposta nell'espressione genica dei due 

predominanti sottotipi mGluR (mGluR5 e mGluR3)nelle cellule gliali e che 

questa regolazione sia particolarmente sostenuta in colture cellulari SOD1G93A. 

Lo studio in questione ha avuto come obiettivo quello di esaminare 

l'espressione genica di mGluR5 e mGluR3 in colture primarie di microglia e 

astrociti esposte a stimoli infiammatori. Si dimostra che le citochine pro-

infiammatorie, TNFα e IL-1 inducono una massiccia diminuzione 

dell'espressione di mGluR5 e un aumento mGluR3 negli astrociti coltivati; una 

regolazione opposta di mGluR3 e mGluR5 è stata osservata invece nella 

microglia dopo esposizione ad LPS. La down-regulation di mGluR5 era già 

stata evidenziata, sia a livello di mRNA che di proteine, sia in astrociti 

differenziati trattati con IL-1 (Aronica et al., 2005) o  con trombina (Miller et 

al., 1996) sia  in colture di astrociti naive incubati con terreno condizionato 

dalla microglia attivata da LPS (Tilleux et al., 2007). Nella microglia in vitro, 

invece, la regolazione di mGluR5 dopo l'attivazione, non era mai stata 

caratterizzata. La diminuzione dell'espressione di mGluR5 in condizioni 

infiammatorie è piuttosto inaspettata dato che diversi modelli patologici 

hanno dimostrato essere associati a una sovraregolazione di mGluR5, come 

l'epilessia (Aronica et al., 2000), il danno neuronale indotto dal kainato 

(Ferraguti et al., 2001), la sclerosi multipla (Geurts et al., 2003) o le lesioni 

dell'ippocampo di natura eccitotossica (Drouin-Ouellet et al., 2011). 

Diversamente dallo studio di Berger e collaboratori (2012), questi modelli 

patologici tengono conto del persistente crosstalk esistente tra i diversi tipi di 

cellule, che portano a un ambiente complesso e arricchito di molti mediatori 

infiammatori provenienti da molteplici fonti. In colture gliali derivate da topi 

SOD1G93A  l'up-regulation  di mGluR3, ma non la down-regulation di mGluR5, 

è risultata essere incrementata sia in astrociti che nelle cellule di microglia. 

Mostrando quindi un incremento della risposta a stimoli infiammatori 
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(Hensley et al., 2006), le colture gliali SOD1G93A costituiscono un modello 

interessante per caratterizzare ulteriormente l'impatto della 

neuroinfiammazione su target selezionati. Nello studio riportato,nella 

microglia e negli astrociti di ratti neonati wild-type o transgenici,  sono stati 

misurati simili livelli di mRNA che codificano per mGluR3. Al contrario, 

l'espressione genica di mGluR5 era maggiore nella glia hSOD1G93A rispetto alle 

cellule wild-type (1.2 e 2 volte maggiore rispettivamente negli astrociti e nella 

microglia). La stimolazione di mGluR5 espresso dalla microglia  sembra  

supportare la  neuroprotezione in quanto attenua la reattività e la tossicità 

della microglia attivata da LPS attraverso la riduzione dell'ossido nitrico (NO), 

specie reattive dell'ossigeno (ROS) e produzione di TNFα (Byrnes et al., 2009b; 

Loane et al., 2009).                                                                                                              Per 

quanto riguarda mGluR3, è stata evidenziata sia negli astrociti che nella 

microglia una robusta sovraregolazione a livello di mRNA, mentre la 

rilevazione proteica si è rivelata estremamente difficile nelle colture gliali 

(Aronica et al., 2003; Ciccarelli et al., 1997) anche dopo la forte up-regulation 

innescata da trattamenti infiammatori. È stato segnalato che l'attivazione di 

questo recettore negli astrociti promuove il rilascio di TGF, che media la 

neuroprotezione  contro la tossicità indotta da NMDA (Bruno et al., 1998; Corti 

et al., 2007), mentre nella microglia attenua la neurotossicità  (Pinteaux-Jones 

et al., 2008). Da questi studi, che rappresentano gli unici al momento svolti su 

colture di microglia preparata da modelli SLA, emerge come sia ancora molto 

poco chiaro il ruolo dei recettori mGluRs espressi dalla microglia ed il loro 

potenziale ruolo come target terapeutici. 

 

 

3.6.4 Modulazione genetica e farmacologica dei recettori mGluR1 ed 

mGluR5 nella sclerosi laterale amiotrofica: implicazione della microglia 
Un importante contributo allo studio dei recettori glutamatergici nel modello 

murino di SLA viene dai risultati del gruppo di ricerca del Prof. Bonanno, 

presso il Dipartimento di Farmacia dell’Università di Genova, dove ho svolto 

il mio periodo di studi e con il quale gruppo ho potuto sviluppare la presente 

tesi compilativa. Nello specifico, Milanese e collaboratori hanno 

primariamente dimostrato una alterata espressione e funzionalità dei recettori 

mGluR1 ed mGluR5 espressi da terminazioni glutammatergiche purificate da 

midollo spinale di topi SOD1G93A (Giribaldi et al.,2013; Bonifacino et al., 2019). 

Innanzi tutto è stato dimostrato per la prima volta come questa disregolazione 

funzionale dei due sottotipi recettoriali è presente sia in una fase tardiva 

sintomatica che in una fase molto precoce e pre-sintomatica della patologia, 

determinando una ulteriore modulazione positiva del rilascio di glutammato, 

già patologicamente aumentato nei neuroni glutammatergici del midollo 

spinale di topi SOD1G93A (Milanese et al., 2010; Milanese et al., 2011; Bonifacino 
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et al., 2016).  

Successivamente, mediante modelli murini doppi transgenici è stato 

dimostrato come la riduzione in eterozigosi di mGluR1 nel topo SOD1G93A 

ritardi l'insorgenza della malattia, migliori la progressione della patologia, così 

come determina un incremento significativo dell‘ aspettativa di vita dei topi 

doppi mutanti. Questi eventi erano accompagnati da una riduzione 

concomitante dell'espressione di mGluR5 ed una diminuzione dell‘eccessivo 

rilascio di glutammato, ripetto ad animali SOD1G93A di controllo. 

Parallelamente ai dati comportamentali e di sopravvivenza sono stati 

dimostrati anche dei miglioramenti istologici ovvero una ridotta perdita dei 

motoneuroni spinali, un ridotto danno mitocondriale, una diminuzione 

dell’attivazione degli astrociti e soprattutto anche una ridotta proliferazione 

della microglia positiva per il marcatore IBA1 (Figura 13), suggerendo quindi 

che livelli ridotti di mGluR1, oltre a determinare un miglioramento generale 

dell’outcome clinico in topi SOD1G93A , determinano una significativa ridotta 

proliferazione ed attivazione gliale, inclusa quella della microglia, quindi 

potrebbero costituire un nuovo razionale per strategie farmacologiche della 

SLA (Milanese et al.,2014). Purtroppo non esistono al momento molecole 

sperimentali farmacologicamente e soprattutto farmacocineticamente 

favorevoli per trattamenti cronici con antagonisti mGluR1. Inoltre bisogna 

tenere in considerazione che una totale ablazione genetica così come il blocco 

farmacologico totale degli stessi recettori mGluR1 determina una grave 

sintomatologia atassica paradossalmente addirittura peggiorativa rispetto ai 

soli tratti clinici della SLA (Bonifacino et al., 2019). 
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FIGURA 13. Microgliosi nel midollo spinale di topi WT, SOD1G93A, SOD1G93AGrm1crv4 / + e Grm1crv4 / + 

L'espressione di IBA-1 (B) è stata misurata come indice di attivazione e proliferazione della microglia, 

rispettivamente.  IBA-1 è stato determinato in omogenati del midollo spinale lombare mediante SDS-PAGE e 

Western blotting utilizzando un anticorpo monoclonale murino anti-IBA-1. Sono riportatele bande 

immunoreattive rappresentative (pannelli di sinistra) e l‘ analisi quantitativa (pannelli di destra) . La 

sovraespressione di IBA-1 rilevata nei topi SOD1G93A è stata normalizzata nei topi SOD1G93AGrm1crv4 / +. Tratto da 

(Milanese et al.,2013) 

 

 

In un articolo successivo gli autori hanno studiato gli effetti dell'ablazione 

genetica parziale di mGluR5 in topi SOD1G93A, dimostrando come la perdita di 

questo recettore riduca ancora una volta  l‘eccessivo rilascio di glutammato nel 

midollo spinale dei topi mSOD1, ritarda l‘ insorgenza della malattia, prolunga 

la sopravvivenza dei topi e diminuisce la perdita dei motoneuroni spinali. Per 

quanto riguarda l’ambito del presente manoscritto anche una parziale 

ablazione genetica del recettore mGluR5 si traduceva in una ridotta 

attivazione delle cellule gliali e nello specifico sia gli astrociti positivi per 

GFAP, e soprattutto la microglia marcata con CD11b, come marker di 

attivazione (Figura 14). Questi risultati rafforzano l'ipotesi che gli mGluR5 

appartenenti al gruppo I possano diventare potenziali bersagli contro la SLA 

(Bonifacino et al.,2017).  
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Sulla base dei promettenti risultati del 2017 e considerando che, a differenza 

del sottotipo mGluR1, una totale assenza o blocco del recettore mGluR5 non 

produce un fenotipo con palesi effetti collaterali, è stato prodotto un terzo 

modello doppio mutante apportando una totale ablazione genetica del 

recettore mGluR5 nel modello murino SOD1G93A (Bonifacino et al., 2019). 

L'abolizione di mGluR5 nei topi SOD1G93A ha portato complessivamente ad un 

pronunciato miglioramento clinico, sia per quanto riguarda l'insorgenza dei 

sintomi di malattia che della probabilità di sopravvivenza, addirittura più 

evidenti rispetto ai topi eterozigoti per il recettore. Il quadro clinico era, come 

nei casi precedenti accompagnato da una maggior preservazione dei MN nel 

midollo spinale, ma soprattutto ad una ridotta attivazione e proliferazione 

gliale di asrociti e microglia (IBA1 positiva), come mostrato nella figura 15. 

 

 

 

 

FIGURA 14. L'espressione di GFAP e CD11b è stata misurata, come indice di astrogliosi e di microglia proliferante, 

rispettivamente, in omogenati di midollo spinale in topi WT, SOD1G93A, Grm5-/+ e SOD1G93AGrm5-/+ . Sono riportate 

le quantificazioni della densitometrie dei blots (A), per astrogliosi (B) e di microglia  proliferante (C). GFAP e CD11b 

sono stati determinati mediante SDS-PAGE e Western blotting utilizzando un anticorpi monoclonali anti-GFAP e 

e anti-CD11b. I dati dei grafici a barre sono espressi come media ± s.e.m di 4 esperimenti indipendenti (replicati 

biologici bilanciati per sesso), eseguiti in triplicato (replicati sperimentali); ovvero 4 topi per gruppo; 3 topi WT 

maschi e 1 femmina WT; 2 topi maschi e due femmine SOD1G93A; 1 maschio e 3 femmine Grm5-/+ e 2 topi maschi e 

2 femmine SOD1G93AGrm5-/+). *p < 0,01 rispetto ai topi WT; #p <0.05, rispetto ai topi SOD1G93A. Tratto da: 

(Bonifacino et al.,2017) 
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FIGURA 15. Valutazione della microgliosi nel midollo spinale da topi WT, Grm5 - / -,  SOD1G93A e SOD1G93AGrm5 
- / - . L'espressione di IBA-1 è stata misurata come indice di proliferazione della microglia ed è stata determinata in 

fettine di midollo spinale mediante immunofluorescenza (IF) e microscopia confocale e negli omogenati di tessuto 

mediante SDS-PAGE e WB, utilizzando un anticorpo policlonale anti-IBA-1. Sono riportate le immagini ottenute 

mediante immunofluorescenza (IF- A, barra della scala: 200 μm), analisi quantitativa della IF (B), bande di 

immunoreattività tramite WB  (C) e analisi quantitativa die WB (D). I dati quantitativi dagli esperimenti di 

microscopia confocale sono espressi come media ± s.e.m. di 3 esperimenti indipendenti (replicati biologici) eseguiti 

in triplicato (replicati sperimentali), ovvero 3 topi per gruppo bilanciati per sesso; 3 sezioni per topo; topi WT: 1 

maschio e 2 femmine; topi Grm5-/-: 2 maschi e 1 femmina; topi SOD1G93A: 1 maschio e 2 femmine; topi 

SOD1G93AGrm5-/- topi: 1 maschio e 2 femmine. I dati quantitativi dagli esperimenti di WB sono espressi come media 

± s.e.m. di 3 esperimenti indipendenti (replicati biologici) eseguiti in triplicato (replicati sperimentali), ovvero 3 

topi per gruppo bilanciati per sesso; topi WT: 2 maschi e 1 femmina; topi Grm5-/-: 1 maschio e 2 femmine; topi 

SOD1G93A: 2 maschi e 1 femmina; topi SOD1G93AGrm5-/- topi: 2 maschi e 1 femmina). *p < .001 rispetto ai rispettivi 

controlli; #p < .001 rispetto a topi SOD1G93A. Tratto da (Bonifacino et al.,2019) 
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Come ultimo step con proiezione traslazionale di questa linea di ricerca, è stato 

pubblicato recentemente un ultimo articolo dello stesso gruppo di ricerca dove 

sono stati testati gli effetti del trattamento farmacologico cronico di topi 

SOD1G93A topi con il composto sperimentale 2-cloro-4-((2,5-dimetil-1-(4-

(trifluorometossi)fenil)-1H-imidazol-4-il)etinil)piridina (CTEP), un 

modulatore allosterico negativo (NAM) selettivo dei recettori mGlu5 

(Milanese et al., 2021). Questo è un composto biodisponibile per via orale e 

presenta proprietà farmacocinetiche estremamente favorevoli (Lindemann et 

al., 2011). I risultati ottenuti dimostrano come il trattamento con CTEP, a 

partire dal 90 giorno di vita, ovvero una fase sintomatica precoce della 

malattia, sia stato in grado, in maniera dose dipendente, di aumentare 

significativamente la probabilità di sopravvivenza degli animali, rallentando 

la progressione della patologia oltre che migliorando diversi parametri 

biochimici legati alla SLA. Questi effetti erano più evidenti nelle femmine che 

nei topi maschi SOD1G93A. Di rilevante importanza, come accaduto negli studi 

precedenti dove si era apportata un‘ablazione parziale o totale del recettore 

mGluR5, anche dopo trattamento cronico con il farmaco CTEP, si è registrata 

una ridotta attvazione gliale. Nello specifico è stata evidenziata una minor 

astrogliosi ma anche una minor proliferazione delle cellule di microglia 

positive al marcatore specifico IBA1, nel modollo spinale di topi SOD1G93A 

trattati con CTEP rispetto ad animali di controllo trattati con il vehicolo (Figura 

16).  

Questo recente ed ultimo articolo, segna un importate passo avanti verso 

l’applicabilità di un farmaco in grado di modulare efficacemente l’attività del 

recettore mGluR5 nello specifico, e conseguentemente andare a modificare 

positivamente molti aspetti legati all’insorgenza, ma anche al decorso di 

questa infausta patologia neurodegenerativa quale la SLA. Al centro di tutti 

gli effetti terapeutici si ipotizza ci possano essere ancora una volta le cellule 

gliali astrociti e microglia, il loro stato di attivazione e quindi la possibilità 

attraveso un approccio farmacologico di ridurne in qualche modo le 

caratteristiche neurotossiche. 
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FIGURA 16. L‘ espressione del marcatore IBA-1 è stato utilizzato per identificare il grado di proliferazione della 

microglia attraverso esperimenti di IF usando anticorpi policlonali anti-IBA1 ed il colorante fluorescente DAPI per 

i nuclei. (l) Immagini rappresentative degli esperimenti di IF ottenute in topi SOD1G93A trattati con CTEP a dose 

elevata e animali di controllo trattati con vehicolo e topi WT. (m e n) Analisi quantitativa dell‘ intensità di IF in 

topi SOD1G93A trattati con bassa dose di CTEP e con vehicolo e topi WT, maschi o femmine. (o e p) Analisi 

quantitativa dell‘ intensità di IF in topi SOD1G93A trattati con alta dose di CTEP e con vehicolo e topi WT, maschi 

o femmine. I dati quantitativi sono espressi come media ±SEM da 6 replicati biologici (n=6 topi per gruppo per 

sesso). Il grafico di dispersione mostra i punti corrispondenti alle singole repliche biologiche. *P<0,05 

significativamente diverso da gruppo di topi SOD1G93A trattati con vehicolo; #P<0,05 significativamente diverso 

dal corrispondente topo WT. Tratto da: (Milanese et al.,2021) 

 

 

 

 

 Conclusioni e prospettive terapeutiche correlate alla modulazione 

del fenotipo microgliale nella sclerosi laterale amiotrofica 

 
 Molte strategie terapeutiche neuroprotettive hanno come nuovo target la 

microglia, e sono basate su approcci farmacologici e genetici, mirando a 

modulare la reattività della microglia nel tentativo di migliorare l'esito clinico 

primariamente testandoli su modelli animali prima di npassare all‘uomo. A 

questo proposito, studi pionieristici basati sulla somministrazione di 

minociclina, un antibiotico appartenente alla classe delle tetracicline, ha 

dimostrato prevenire l'attivazione della microglia quando somministrato in 



71 

 

topi SOD1G93A e SOD1G37R prima dell'insorgenza della malattia; è in grado di 

attenuare l'attivazione della microglia oltre che ritardare l'insorgenza e la 

mortalità (Kriz et al., 2002; Van Den Bosch et al., 2002; Zhu et al., 2002). D'altra 

parte, se somministrato dopo l'insorgenza della malattia, non riesce a 

migliorare l'andamento della patologia, aumentando perfino la microgliosi 

(Keller et al., 2011). È interessante notare che i recenti risultati ottenuti in topi 

SOD1G37R  hanno dimostrato che la minociclina  attenua in modo specifico il 

fenotipo M1, senza influenzare l'espressione di marcatori M2 (Kobayashi et al., 

2013), evidenziando così il ruolo cruciale esercitato dalla modulazione 

dell'equilibrio M1 / M2 nell' efficacia terapeutica. 

L'iperattivazione dei recettori P2X7, fortemente coinvolti nella risposta 

neuroinfiammatoria (Burnstock, 2008; Apolloni et al., 2009; Volonté et al., 2012; 

Sperlágh e Illes, 2014), sono stati descritti nella microglia sia di pazienti affetti 

da SLA che di modelli animali (Yiangou et al., 2006; D'Ambrosi et al., 2009), 

dove sono associati alla produzione di fattori pro-infiammatori, compreso 

miR-125b (D'Ambrosi et al., 2009; Parisi et al., 2013, 2016a). Coerentemente con 

questo, la somministrazione dell'antagonista P2X7 Brilliant Blue G (BBG), in 

un lasso di tempo critico, migliora diverse caratteristiche della malattia 

(Cervetto et al., 2013; Apolloni et al., 2014). La neuroprotezione di BBG, 

ottenuta con una somministrazione alla fine della fase asintomatica, è 

supportata dalla sovraregolazione di IL-10 e BDNF, associata al fenotipo M2 

insieme a una riduzione di NF-kB, NOX-2 e IL-1b, marcatori di polarizzazione 

M1. Tuttavia, la somministrazione di BBG nelle fasi troppo precoci della 

malattia non riesce contrastarne la progressione. In questo caso, anche se si 

riducono i marcatori M1, non si influenza l'espressione dei mediatori M2, le 

cui proprietà neuroprotettive sembrano essere essenziali per migliorare il 

risultato clinico (Apolloni et al., 2014). 

La neuroinfiammazione mediata dalla microglia è modulata anche dall' 

istamina (Ferreira et al., 2012; Volonté et al., 2015; Barata- Antunes et al., 2017). 

Il farmaco antistaminico Clemastina, somministrato a topi SOD1G93A nella fase 

asintomatica fino allo stadio terminale della malattia, non riesce a migliorare i 

sintomi e la durata della vita, sebbene moduli l'equilibrio M1/M2 riducendo 

l'espressione di CD68, NOX2 e P2X7 e contemporaneamente sovraregolando 

Arg1 (Apolloni et al., 2016b). Al contrario, quando somministrato all' inzio 

della fase asintomatica, ritarda l'insorgenza della malattia e migliora le 

funzioni motorie e il tasso di sopravvivenza (Apolloni et al., 2016a). La 

Clemastina attiva anche l'autofagia nella microglia primaria SOD1G93A, 

suggerendo così che il targeting dell'autofagia nella microglia potrebbe essere 

una promettente strategia terapeutica (Apolloni et al., 2016a). Strategie 

terapeutiche alternative per spostare l'equilibrio tra fenotipo M2 ed M1 

comportano anche l'uso di fattori trofici. Diversi risultati hanno mostrato che 

il rilascio di vettori virali codificanti fattori di crescita, come IGF-1, il fattore 

neurotrofico derivato dalla glia, il fattore di crescita endoteliale vascolare 
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(VEGF), estende la durata della vita e rallenta la progressione della malattia 

nei modelli animali di SLA (Acsadi et al., 2002; Kaspar et al., 2003; Azzouz et 

al., 2004; Dodge et al., 2010; Wang et al., 2016). È interessante notare che l' 

iniezione intratecale all'esordio della malattia di virus autocomplementari 

(scAAV) per 9-VEGF riduce TNF-α, IL-1b e CD68 e aumenta Arg-1 e Ym-1, 

mostrando che la modulazione del bilanciamento M1 / M2 potrebbe 

supportare gli effetti protettivi correlati alla somministrazione di VEGF (Wang 

et al., 2016). Inoltre, l'eliminazione dell'antiporto cistina / glutammato xCT / 

Slc7a11 (xCT), un sistema di trasporto gliale critico coinvolto nell'eccessivo 

rilascio di glutammato dalla microglia M1, ha portato a ulteriori scoperte. 

Infatti, la l' eliminazione di xCT nelle prime fasi della malattia, aumenta 

l'espressione del marker M1, IL-1b, e contemporaneamente riduce il marker 

M2 Ym1 / Chil3, con conseguente insorgenza precoce della malattia. Al 

contrario, la mancanza di xCT, allo stadio finale, aumenta Ym1 / Chil3 e l' 

espressione di Arg1, sostenendo probabilmente il ritardo della progressione 

della malattia (Mesci et al., 2015). Tuttavia, prove crescenti suggeriscono che 

una strategia terapeutica di successo per la SLA potrebbe essere ottenuta solo 

interferendo con differenti pathway in diversi tipi cellulari e sopratttutto nelle 

giuste finestre temporali. Alla luce di ciò, è stato recentemente  dimostrato che 

la soppressione microgliale di NF-kB combinata con la riduzione di mSOD1 

negli astrociti e nei motoneuroni non solo attenua la neurodegenerazione e la 

neuroinfiammazione, ma aumenta anche la sopravvivenza media dei topi 

(Frakes et al., 2017), dimostrando che il reindirizzamento della polarizzazione 

della microglia può essere ancora una strategia efficace per contrastare la SLA 

quando associata con l'intercettazione di altri meccanismi patologia. 

Nel contesto trattato in questa tesi, il blocco selettivo dei recettori mGluR del 

gruppo I sembrerebbe contrastare l‘ andamento progressivo della patologia e 

quindi la morte dei MN ma soprattutto la degenerazione ed attivazione delle 

cellule gliali inclusa la microglia, per questo motivo i recettori mGluR 1-5 sono 

stati proposti come nuovi bersagli terapeutici.  

In effetti, era già stato dimostrato in precedenza come delle co-colture di 

motoneuroni e astrociti  reattivi  provenienti dal midollo spinale di topi SLA 

incubati in presenza del modulatore allosterico negativo (NAM) selettivo per 

i recettori mGlu5, 2-metil-6-(feniletinil)piridina (MPEP), mostravano una  

ridotta tossicità mediata dai recettori AMPA (D’Antoni et al.,2011); allo stesso 

modo era già stato dimostrato  che il trattamento sistemico di topi SOD1G93A 

con MPEP rallenta la degenerazione e allunga la sopravvivenza (Rossi et 

al.,2008), seppure in maniera poco significativa rispetto al CTEP.  

Tutti insieme questi dati confermano l‘importante ruolo del glutammato nella 

fisiopatologia della SLA e del blocco farmacologico dei recettori mGluR1 o 

mGluR5 come valido approccio per il  trattamento della patologia. Secondo 

questa ipotesi, il blocco sia di mGluR1 che di mGluR5 potrebbe dare risultati 

sinergici, rispetto al blocco singolo; ma questo deve essere ancora testato e non 
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si escludono effetti collaterali maggiori. Nuovi ligandi selettivi, che si 

comportano come NAM e, quindi, in grado di bloccare i recettori mGluR1 e 

mGluR5 indipendentemente dalle concentrazioni extracellulari di 

glutammato, sono disponibili e sono in fase di test. 

In particolare, il ruolo dei recettori metabotropi mGluR del gruppo I espressi  

dalla microglia nella patogenesi della SLA non è ancora completamente 

chiarito e, ad oggi, sono presenti pochi dati a riguardo nella letteratura 

scientifica.  I dati esposti precedentemente confermano sicuramente il ruolo 

centrale del glutammato come fattore di segnalazione e causa di variazioni 

fenotipiche di queste cellule tanto importanti per il SNC quanto complesse 

nelle loro innumerevoli funzionalità.  
Occorre non dimenticare infine he i recettori mGlu sono coinvolti nei 

meccanismi di neurodegenerazione di diversi disturbi neurologici e sono 

quindi considerati utili candidati per nuovi farmaci neuroprotettivi non solo 

per quanto riguarda la SLA ma potenzialmente anche per altre patologie 

neurodegenerative al momento senza alcuna cura efficacie.  
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