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1. INTRODUZIONE: L’ ISCHEMIA CEREBRALE

Il cervello umano adulto, nonostante rappresenti solo circa il 2% del peso corporeo, richiede un
elevato afflusso di sangue e nutrienti in quanto e in grado di consumare circa il 20% del bilancio
energetico dell’intero corpo (Doyle et al., 2008; Kirdajova et al., 2020). In condizioni fisiologiche, il
flusso sanguigno cerebrale (FSC) é di circa 750-1000 ml/min e quando questo valore scende al di
sotto di 300-400 ml/min, cioé si riduce di pit del 60%, ci troviamo difronte ad un’ischemia cerebrale;
se il FSC si riduce al 18-20% del valore fisiologico, si verifica un danno rapido e irreversibile.
(Matsumoto et al., 1990; Baron, 2001; Heiss, 2004; Doyle et al., 2008; Baltan, 2016; Kirdajova et al.,
2020). L’ischemia cerebrale ¢, quindi, una condizione clinica caratterizzata da uno scarso afflusso di
sangue al cervello e, di conseguenza, da una significativa riduzione dell’apporto di ossigeno e
glucosio che causa morte dei neuroni, cellule ad elevato metabolismo aerobico, cui si accompagna
diminuzione delle cellule gliali, soprattutto nel parenchima cerebrale (Kirdajova et al., 2020). |
sintomi che caratterizzano 1’evento ischemico variano da lievi a gravi e possono comprendere
vertigini, disturbi della vista e dei movimenti del corpo, difficolta a parlare, problemi di coordinazione
e perdita di coscienza (Nadarajan et al., 2014; Kirdajova et al., 2020). L’ictus ischemico ¢ di certo
una delle principali cause di mortalita a livello mondiale, secondo solo al cancro e alle malattie
cardiovascolari, con tassi di mortalita inferiori nei paesi sviluppati (circa il 15%) e con un rischio di
andare incontro ad ictus cerebrale di 1 adulto su 6 nella fascia di eta 55-75 anni (Marini et al., 1999;
Sehadri et al., 2006; Kirdajova et al., 2020). L’ischemia cerebrale puod essere suddivisa in due
tipologie principali sulla base della localizzazione ed estensione del danno cerebrale; infatti, possiamo
distinguere 1’ischemia cerebrale focale, che € causata dall’occlusione di specifiche arterie cerebrale e
interessa aree limitate di tessuto, e I’ischemia cerebrale globale, che origina da una diminuzione
generalizzata del flusso sanguigno cerebrale con un danno di solito piu esteso (Yao et al., 2018;
Kirdajova et al., 2020).

1.1 ISCHEMIA CEREBRALE FOCALE E GLOBALE

L’ischemica cerebrale focale interessa una determinata regione del cervello in cui si verifica il blocco
o riduzione del flusso sanguigno causato da trombosi, cioe dal formarsi di un coagulo di sangue che
ostacola la circolazione all’interno del vaso, o da un embolo, cioe da parti piu piccole di un trombo
che si é frammentato (VanGilder et al., 2012; Kirdajova et al., 2020). In questo tipo di ischemia,
possiamo distinguere due zone nel tessuto cerebrale circostante il vaso occluso che sono il core
ischemico, dove I’evento ischemico ¢ di massima intensita per cui i neuroni vanno incontro ad una
morte di tipo necrotico, ¢ la penombra ischemica, dove I’evento ischemico ¢ di intensitda minore

rispetto al core, ma che comunque ¢ in grado di causare morte neuronale; inizialmente, le due zone
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hanno un’estensione simile ma, con il progredire della lesione ischemica in assenza di intervento, la
penombra diventa anch’essa parte del core (Zhao et al., 1997; Ginsberg, 2003; Rossi et al., 2007;
Kirdajova et al., 2020).

Il core ischemico é caratterizzato da un insieme di parametri che si discostano notevolmente da quelli
fisiologici, tra i quali ricordiamo la pressochée totale assenza di ATP, una grave alterazione
dell’omeostasi ionica, concentrazioni di glutammato estremamente elevate e acidosi tissutale che,
insieme anche all’incapacita degli astrociti di fornire nutrienti ai neuroni; causa morte cellulare entro
1 primi minuti dopo I’inizio del danno ischemico (Chisholm & Sohrabji, 2016; Wetterling et al., 2016;
Kirdajova et al., 2020).

Per quanto riguarda la penombra ischemica, in questa zona si riscontra un flusso sanguigno residuo
supportato da arterie collaterali, una riduzione comunque significativa di ATP, minori alterazioni
ioniche, lo svilupparsi di onde ricorrenti di depolarizzazione che si propagano dal core (spreading
depression o spreading depolarization) contribuendo al danno cellulare e apoptosi come tipica morte
cellulare (Harukuni & Bhardwaj, 2006; Rossi et al., 2007; Doyle et al., 2008; Hinzman et al., 2015;
Jung et al., 2017; Oliveira-Ferreira et al., 2019; Kirdajova et al., 2020). Inoltre, proprio in quest’area
di penombra, gli astrociti e le cellule gliali che esprimono il proteoglicano NG2, una proteina marker
di cellule in maturazione con un potenziale di differenziazione multipotente, formano quella che viene
definita una “cicatrice” gliale che sembra avere lo scopo di impedire a sostanze dannose di penetrare
nel tessuto sano (Honsa et al., 2012; Adams & Gallo, 2018; Kirdajova et al., 2020).

Nel caso dell’ischemica cerebrale globale, questa deriva essenzialmente da un arresto cardiaco
transitorio che causa una cessazione del flusso sanguigno nell’intero parenchima cerebrale, portando
a un danno ischemico caratterizzato da morte neuronale ritardata, soprattutto in aree cerebrali
specifiche (ad es., corteccia, ippocampo e corpo striato) a seguito, appunto, del mancato apporto di
ossigeno e nutrienti indispensabili per la sopravvivenza dei neuroni, cui si accompagna proliferazione
e attivazione di cellule gliali e astrociti con un’aumentata espressione di canali ionici permeabili al
calcio che possono, quindi, influenzare il risultato dell’insulto ischemico (Kirino & Sano, 1984;
Harukuni & Bhardwaj, 2006; Anderova et al., 2011; Butenko et al., 2012; Guo et al., 2019; Kirdajova
et al., 2020).

In entrambi i tipi di ischemia, il ripristino del flusso sanguigno (riperfusione) é essenziale per la
protezione del tessuto cerebrale, ma € ormai ampiamente dimostrato che la riperfusione stessa puo
portare ad un aggravamento del danno ischemico, essenzialmente per attivazione di meccanismi
patologici calcio-dipendenti e per 1’instaurarsi di processi di stress ossidativo che causano ulteriore
morte delle cellule nervose (Zhang et al., 2022). Infine, la riduzione dell’integrita della barriera

ematoencefalica, in parte dovuta anche a disfunzione delle cellule astrocitarie, pud causare edema

4



vasogenico € un’estesa compressione del cervello (Kahles et al., 2007; Thompson & Ronaldson,
2014; Kirdajova et al., 2020). Lo studio dei numerosi meccanismi che portano al danno ai diversi tipi
cellulari del SNC é stato possibile soprattutto per lo sviluppo di numerosi modelli preclinici di
ischemia in vitro e in vivo. Tra i modelli in vitro, quelli piu utilizzati sono sezioni (fettine) di diverse
aree cerebrali o colture di diversi tipi cellulari esposte a condizioni di deprivazione di ossigeno e
glucosio (ODG, oxygen glucose deprivation). Per quanto riguarda i modelli in vivo, si possono
distinguere quelli che simulano I’ischemia focale, come ’occlusione dell’arteria cerebrale mediana
(MCAO, middle cerebral artery occlusion) con o senza riperfusione, ¢ quelli che simulano I’ischemia
globale, come 1’occlusione dei 4 vasi (4VO, four-vessel occlusion) con blocco permanente delle due

arterie vertebrali e il blocco temporaneo delle due carotidi (Li & Zhang, 2021, Pilipovic et al., 2023)

1.2 FASI DELL’ISCHEMIA

Il danno ischemico pu0 presentarsi con diversi gradi di gravita che sono sostanzialmente in funzione
della durata del blocco del flusso sanguigno al tessuto cerebrale (Heiss et al., 2004; Kirdajova et al.,
2020). In generale, un evento ischemico lieve, cioé con un FSC di 30 ml/100 g/min, normalmente
non causa morte cellulare entro le 6 ore successive, mentre un’ischemia moderata (FSC tra 12 e 30
30 ml/100 g/min) o un’ischemia grave (FSC < 12 ml/100 g/min) portano alla morte delle cellule
nervose in tempi minori (3 e 1 ora, rispettivamente; Sakoh et al., 2000; Kirdajova et al., 2020).
Secondo quanto riportato in letteratura, nella progressione dell’evento ischemico si possono
distinguere 3 fasi temporalmente successive: fase acuta, fase subacuta e fase cronica (Kirdajova et
al., 2020). La fase acuta iniziale e caratterizzata da una sequenza di processi molecolari e cellulari
indotti dall’improvvisa riduzione del flusso sanguigno cerebrale, con conseguente deplezione
energetica causata dall’esaurimento di ossigeno e nutrienti, successiva eccitotossicita
glutammatergica e morte cellulare, che vede i neuroni come le cellule piu vulnerabili alla
deprivazione di ossigeno e glucosio seguiti dagli astrociti, mentre le cellule gliali NG2 non sembrano
interessate da alterazioni patologiche significative (Lai et al., 2014; Cuartero et al., 2016; Du et al.,
2018; Kirdajova et al., 2020). Per quanto riguarda le cellule della microglia, queste sono meno
vulnerabili al danno ischemico eccitotossico perché esprimono i recettori del glutammato solo
quando, dopo I’evento patologico, passano dallo stato quiescente allo stato attivo (microglia reattiva;
Gottlieb & Matute; 1997; Kirdajova et al., 2020). La fase subacuta, che si manifesta dalle 24 alle 72
ore dopo I’evento ischemico, & caratterizzata dallo sviluppo di edema vasogenico, ovvero un evento
conseguente ad alterazioni delle giunzioni occludenti con danneggiamento della barriera
ematoencefalica, che porta allo stravaso di proteine e liquidi plasmatici nel parenchima cerebrale

circostante, mentre nella fase cronica, che si verifica anche settimane dopo 1’insorgenza dell’evento
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ischemico, si puo osservare un ulteriore danno tissutale dovuto ad una neurodegenerazione ritardata
indotta da fenomeni di stress ossidativo e dall’attivazione del sistema immunitario (Wetterling et al.,
2016; Kirdajova et al., 2020). Tuttavia, nella fase cronica si osserva anche 1’induzione di una serie di
processi molecolari e cellulari con la produzione di mediatori antiinfiammatori e fattori neurotrofici
che portano alla formazione della cicatrice gliale e attivano meccanismi di riparazione, quali
neurogenesi e angiogenesi (Jurcao & Simion, 2022). Per quanto riguarda la tipologia di morte
cellulare, la necrosi neuronale si verifica nella fase acuta ischemica e, nel caso dell’ischemia focale,
soprattutto nella zona del core, mentre morte cellulare di tipo apoptotico emerge in maniera ritardata
diversi giorni o addirittura settimane dopo I’evento ischemico (Du et al., 1996; Zhang et al., 2012;
Kirdajova et al., 2020). Inoltre, studi preclinici recenti in vitro e in vivo indicano che il danno
ischemico attiva anche altri meccanismi di morte cellulare, quali la necroptosi e la piroptosi (Liao et
al., 2020; Yan et al., 2022)

1.3 CONSEGUENZE DELL’EVENTO ISCHEMICO

Riduzione del ) La figura a lato riassume i diversi eventi cellulari e molecolari
flusso sanguigno . . . .

| cerebrale che avvengono nel tessuto nervoso in seguito ad ischemia

(" Diminuzione della ) cerebrale causata da arresto cardiaco o ictus e che causano la

Fosforilazione

L ossidativa y

morte di neuroni e cellule gliali in un arco temporale da minuti

~

a giorni dopo I’insulto ischemico (Kirdajova et al., 2020).
Deplezione di ATP

\ V.

Questa serie di eventi é indotta dalla riduzione/cessazione del

( Malfunzionamento |
dellapompa Na*/K*
| ATPasi dipendente

flusso sanguigno che, quindi, porta ad un insufficiente apporto
di ossigeno e glucosio necessari per la fosforilazione

Squilibrio ionico
mitocondriale e che e essenziale per soddisfare le richieste di

[ i energia sotto forma di ATP; infatti, poiché la maggior parte di

Depolarizzazione
energia che si forma a livello cerebrale ¢ dovuta all’ossidazione

( i > ossidativa, processo fisiologico che avviene a livello

\ v
f ) del glucosio in anidride carbonica e acqua, la carenza di
Eccesso di calcio . . . . ) .
" ) glucosio e ossigeno provoca I’esaurimento di ATP in pochi
N minuti, anche in considerazione del fatto che non esistono
Rilascio di Attivazioni enzimi scorte di energia a lungo termine a livello cerebrale (Erecinska
glutammato calcio-dipendenti

& Silver, 2001; Doyle, 2008; Rama & Garcia 2016; Kirdajova

Figura 1. Eventi cellularie et al., 2020). La mancanza di ATP provoca I’alterazione del

m_0|eCO|a.” indotti funzionamento della pompa Na*/K* ATPasi di membrana e le
dall’ischemia cerebrale. _ : I
Riferimento: Kirdajova et al., 2020 cellule nervose non riescono a mantenere i gradienti
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elettrochimici, andando incontro a depolarizzazione con influsso di Na* cui segue efflusso di K*; la
depolarizzazione prolungata provoca I’apertura dei canali del calcio voltaggio-dipendenti e
’inversione del funzionamento dello scambiatore Na*/Ca?* (NCX), due eventi che, insieme alla
ridotta funzionalita dei meccanismi ATP-dipendenti di sequestro intracellulari e di estrusione del Ca?*
dalla cellula, portano a un abnorme aumento delle concentrazioni citosoliche di questo ione (Ahad et
al., 2020; Kirdajova et al., 2020). Inoltre, la depolarizzazione e il forte influsso di Ca?* a livello dei
neuroni glutammatergici provoca un massiccio rilascio di acido glutammico che, attivando
eccessivamente soprattutto i propri recettori ionotropi, contribuisce al danno ischemico nei neuroni e
nelle cellule gliali (Ahad et al., 2020, Kirdajova et al., 2020). Infatti, 1’acido glutammico, che in
condizioni fisiologiche rappresenta il principale neurotrasmettitore eccitatorio del sistema nervoso
centrale (SNC), quando presente in concentrazioni molto elevate a livello sinaptico ed extrasinaptico,
in seguito ad un eccessivo rilascio ma anche ad una ridotta capacita di ricaptazione soprattutto da
parte degli astrociti, sovrastimola i propri recettori di membrana causando un ulteriore aumento
dell’ingresso di Ca?* all’interno delle cellule. Il sovraccarico di calcio, a sua volta, provoca ulteriori
alterazioni della funzionalita mitocondriale, produzione di specie reattive dell’ossigeno (ROS) e
stimolazione patologica di endonucleasi, proteasi e fosfolipasi Ca?*-dipendenti che, degradando le
principali macromolecole cellulari, causano morte cellulare di tipo necrotico o apoptotico in seguito
ad attivazione della cascata delle caspasi (Ahad et al., 2020, Kirdajova et al., 2020).

Infine, nel caso dell’ischemia focale, il danno cellulare si espande dal core nel tessuto circostante in
seguito a depolarizzazioni peri-infartuali che, secondo le attuali conoscenze, sarebbero indotte
dall’aumento dei livelli di K* extracellulare, di calcio intracellulare e del rilascio di glutammato da
neuroni e astrociti e che porterebbero ad una espansione del danno alla zona della penombra
(Hossmann, 1996; Somjen et al., 2001; Hinzman et al., 2015; Hartings et al., 2017; Rakers & Petzold,
2017; Kirdajova et al., 2020).



2. 1L SISTEMA GLUTAMMATERGICO

L’acido glutammico, come gia accennato precedentemente, € il neuro/gliotrasmettitore
aminoacidergico di tipo eccitatorio piu abbondante a livello del SNC dove interviene nella
comunicazione tra neuroni e tra astrociti e neuroni, e media numerosi processi fisiologici, inclusi
apprendimento e formazione/consolidamento della memoria, ovvero i processi di plasticita sinaptica
(Angulo et al., 2004; Marmiroli & Cavaletti, 2012; Pinky et al., 2018; Kirdajova et al., 2020). Sebbene
una percentuale importante di acido glutammico presente nell’organismo provenga dalla dieta, questo
amminoacido non é in grado di passare la barriera ematoencefalica per diffusione e viene trasportato
all’interno del SNC in quantita minime (Hawkins et al., 2006; Klin et al., 2010; Kirdajova et al., 2020,
Gruenbaum et al., 2022); per questo motivo, I’acido glutammico viene sintetizzato direttamente
all’interno del SNC dalle cellule nervose. In quest’ottica, 1’acido glutammico nei neuroni viene in
parte sintetizzato dal suo precursore a-chetoglutarato, intermedio chiave nel ciclo di Krebs, nella
reazione reversibile catalizzata dall’enzima glutammato deidrogenasi, ma soprattutto viene ottenuto
per conversione della glutammina ad opera di una glutaminasi; questo amminoacido, a sua volta, &
prodotto nelle cellule astrocitarie per azione della glutammina sintetasi a partire dall’acido
glutammico che viene ricaptato dallo spazio sinaptico, in quello che viene definito il ciclo
glutammato-glutammina (Mark et al., 2001; Rowley et al., 2012; Diaz-Ruiz et al., 2016; Hu et al.,
2018; Kirdajova et al., 2020). Nelle normali condizioni fisiologiche, i neuroni glutammatergici,
presenti all’interno di specifiche aree cerebrali (interneuroni) o che collegano diverse regioni del
SNC, rilasciano glutammato principalmente secondo il classico meccanismo di esocitosi Ca?*-
dipendente alla base della neurotrasmissione chimica e che, in condizioni fisiologiche, vede la fusione
delle vescicole sinaptiche contenenti il neurotrasmettitore con la membrana plasmatica e la sua
liberazione nello spazio sinaptico dove, attivando i propri recettori postsinaptici, trasmette il segnale
alle altre cellule nervose (Rowley et al., 2012; Kirdajova et al., 2020). Tuttavia, questa visione neuro-
centrica della trasmissione del segnale all’interno del SNC ¢ stata superata dagli studi degli ultimi
trent’anni che hanno dimostrato come 1’acido glutammico e altri trasmettitori (quindi definiti
gliotrasmettitori) vengano rilasciati anche dagli astrociti, sebbene con meccanismi in parte diversi, in
quella che é stata definita la sinapsi tripartita che permette la trasmissione e la modulazione delle

informazioni non piu solo tra neuroni ma anche tra astrociti e neuroni (Goenaga et al., 2023).



2.1 | RECETTORI DEL GLUTAMMATO

Come accennato nel paragrafo precedente, una volta rilasciato dai neuroni presinaptici, 1’acido
glutammico svolge la sua azione di neurotrasmettitore attraverso 1’attivazione di propri recettori
presenti sulla membrana dei neuroni che possono essere ionotropi (iIGIUR) o metabotropi (mGIuR).

I iIGIUR sono recettori ligando-dipendenti associati a canale ionico e, a loro volta, sono suddivisi in
recettori NMDA (dal ligando selettivo acido N-metil-D-aspartico) e recettori non-NMDA, dei quali
fanno parte i recettori Kainato (dal ligando selettivo acido kainico) e AMPA (dal ligando selettivo
acido a-amino-3-idrossi-5-metil-4-isossazolpropionico) (Atoji & Sarkar, 2019; Kirdajova et al.,
2020). A differenza dei classici recettori ionotropi pentamerici, i recettori ionotropi del glutammato
sono formati dall’assemblaggio di quattro subunita (tetrameri). Ogni subunita possiede un dominio
extracellulare N-terminale (NTD), tre eliche transmembrana (M1,3,4), un loop che rientra nella
membrana nel versante intracellulare (M2) e un dominio C-terminale (CTD) intracellulare; nel loro
insieme, le regioni M1-M4 formano il dominio transmembrana (TMD), mentre il dominio di legame
del neurotrasmettitore (LBD) é formato da un segmento della catena polipeptidica che porta il
dominio N-terminale (S1) ed il loop polipeptidico extracellulare che unisce M3 e M4 (S2).
Nell’assemblaggio del recettore tetramerico, 1’insieme dei quattro TMD forma il canale ionico
(Hansen et al., 2021).

I recettori metabotropi glutammatergici sono costituiti da due subunita (dimeri) legate fra loro da un
ponte disolfuro; ogni subunita comprende un NTD extracellulare molto grande, 7 eliche
transmembrana e un CTD intracellulare. In questi recettori il LBD ¢ formato dall’insieme dei NTD
delle due subunita che formano il recettore ed e stato denominato dominio Venus Flytrap (VFD) per
somiglianza della struttura alla pianta carnivora Dionaea muscipula. | recettori metabotropi del
glutammato sono accoppiati a proteine Gi e Gq eterotrimeriche costituite da subunita o, € y che
legano i nucleotidi della guanina (GDP e GTP) e che trasducono il segnale recettoriale a enzimi
intracellulari e/o a canali ionici, ma possono anche usare vie alternative di segnale (Niswender &
Conn, 2010).

[AMPA] [ NMDA ] [KAINATO] [ mGIuR ]

mGIuR1
GluN1 GluK1 mGIuRS Gruppo |
GluA1l GluN2A GluK2 mGIuR2
GIluN2B u Gruppo Il
GluA2 GluK3 mGIuR3
GluA3 GluN2C mGIuR4
GIuN2D GlukK4 mGIuR6
GluA4 GIuN3A GluK5 mGIuR7 Gruppo I1I
Glun3B mGIuRS

Figura 2. Composizione dei recettori ionotropi e metabotropi dell’acido glutammico
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2.1.1 | RECETTORI NMDA

I recettori NMDA sono recettori ionotropi ligando-dipendenti, il cui canale & permeabile allo ione
Ca" e sono ampiamente espressi nel cervello dove svolgono un ruolo chiave in numerosi processi
fisiologici (ad esempio, apprendimento e memoria) e fisiopatologici (ad esempio, danno
eccitotossico). Sono costituiti dalle subunitda GIuN1, GIuN2, di cui si conoscono 4 diversi tipi
(GIuN2A/B/C/D), e GIuN3, di cui si conoscono 2 tipi diversi (GIUN3A/B), che si assemblano in
membrana a formare un complesso eterotetramerico (Lau & Tymianski, 2010; Hansen et al., 2021).

Dal punto di vista della localizzazione, le subunitd GIuN1, GIUN2A e GIUN3A sono presenti in
pressoché tutte le aree del SNC dell’adulto, la subunita GluN2B si trova principalmente espressa nel
proencefalo, la subunita GIUN2C soprattutto nel cervelletto, la subunita GIUN2D soprattutto nel
talamo e la GIuUN3B in particolare nel mesencefalo e nel midollo spinale (Lau & Tymianski, 2010;
Hansen et al., 2021).

I recettori NMDA rappresentano ad oggi I’'unico esempio di recettori ionotropi che per I’attivazione
necessitano del legame di due agonisti endogeni, rappresentati dal glutammato e dalla glicina (o dalla
D-serina), e di una contemporanea depolarizzazione che ha lo scopo di allontanare lo ione Mg?* che
blocca il canale ionico in maniera voltaggio-dipendente e permettere il flusso di ioni, soprattutto Ca?*.
I classici recettori NMDA sono formati dall’assemblaggio di due subunita GIuN1 e due subunita
GIuN2 (A-D), ma sono stati anche riportati recettori composti da due subunita GIuNZ1, una subunita
GIuN2 e una subunita GIuN3 (A o B) che mostrano proprieta diverse, quali una minore permeabilita

al Ca?* ed una minore sensibilita al blocco da Mg?* (Lau & Tymianski, 2010; Hansen et al., 2018).

La subunita GIuN1, di cui esistono 8 varianti di splicing, contiene il sito di legame per il glutammato,
mentre la subunita GIuUN2 (e GIuN3) porta il sito di legame per la glicina; inoltre, i recettori NMDA
possiedono altri siti (sito redox, sito protonico, siti per lo Zn?*, siti per modulatori allosterici negativi)
che sono in grado di regolare I’attivita del recettore, aumentandola o diminuendola, in maniera diversa
in funzione della diversa composizione in subunita (Lau & Tymianski, 2010; Hansen et al., 2018).
Infine, le subunita GIUN2A-B, attraverso i loro domini C-terminali, sono in grado, attraverso il
legame con proteine scaffold, di tenere in stretta associazione diverse proteine funzionali
postsinaptiche con il recettore NMDA, creando cosi specifici microambienti postsinaptici che, attivati
dal flusso di Ca?* attraverso il recettore NMDA, svolgono un ruolo chiave in importanti processi
fisiologici, incluso la stabilizzazione e il trafficking dei recettori NMDA stessi; tuttavia, queste
interazioni del recettore NMDA con altre proteine intracellulari possono essere anche coinvolte in
situazioni patologiche, inclusa I’ischemia cerebrale (Gardoni & Di Luca, 2021).

Nonostante i recettori NMDA siano recettori ionotropi e, quindi, i loro effetti siano dipendenti dal

flusso di ioni attraverso il canale recettoriale, negli ultimi 10 anni numerosi studi hanno anche
10



evidenziato effetti indipendenti dal flusso ionico e mediati da vie di segnale di tipo metabotropo per

interazioni dirette tra subunita del recettore e diversi enzimi intracellulari (Li et al., 2022).

2.1.2 | RECETTORI AMPA

La maggior parte della trasmissione eccitatoria rapida e mediata da un altro tipo di recettori
glutammatergici rappresentato dai recettori AMPA che sono costituiti da complessi omo o etero-
tetramerici di quattro diverse subunita, denominate GIuA1-4, a formare canali ionici permeabili a ioni
Na* o Ca2* in funzione della loro composizione che richiedono il solo legame con il glutammato per
la loro attivazione (Diering & Huganir, 2018; Sun et al., 2019). Infatti, € ampiamente dimostrato che
la conduttanza del canale agli ioni Ca?* & influenzata dalla presenza o meno della subunita GIuA2, in
quanto i recettori che hanno nella loro struttura tale subunita sono impermeabili al catione bivalente,
mentre quelli in cui la subunita GIuA2 é assente sono permeabili al calcio e, percio, possono essere
coinvolti in fenomeni di plasticita cellulare ma anche in processi di tossicita cellulare (Kwak & Weiss,
2006; Sun et al., 2019).

Nel cervello adulto, in condizioni fisiologiche, la maggior parte dei recettori AMPA sono
impermeabili al calcio e sono formati da eterotetrameri GIUA1/GIUA2 e GIuA2/GIuA3, anche se in
diverse regioni cerebrali sono presenti recettori AMPA permeabili al calcio la cui espressione pud
essere regolata in maniera dinamica (Man, 2011). A livello genico, il pre-mRNA che codifica la
subunita GIuA2 porta un codone CAG che esprimerebbe un residuo di glutammina (Q) a livello del
TMD2 ma va incontro ad un processo conosciuto come Q/R editing che, ad opera dell’enzima
ADAR?2 (Adenosine Deaminase Acting on RNA type 2), modifica ’adenosina in inosina con il
risultato che il codone esprime un residuo di arginina (R) che conferisce alla subunita GIUA2 la
funzione di rendere il recettore AMPA impermeabile al calcio; in condizioni fisiologiche il processo
di Q/R editing ha un’efficienza quasi del 100%, per cui pressoché tutte le subunita GIuA2 quando
presenti nella struttura del recettore AMPA conferiscono impermeabilita al Ca?* (Barbon & Barlati,
2011; Guo & Ma, 2021). Tuttavia, come si vedra in seguito, questo processo puo venire alterato in
condizioni patologiche e portare alla formazione di una maggior quantita di recettori AMPA

permeabili allo ione calcio.
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SEQUENZA COMPLEMENTARE INTRONE

— ACGTCGT
GluA2
Pre-mRNA

«  TGCAGCA

ADAR2 RNA
J L editing

EDITING DEL PRE-mRNA
CAG — CIG
Q(Gln) R (Arg)

Figura 3. Q/R editing della subunita GIuA2 del recettore AMPA.
Riferimento: Guo & Ma, 2021

Un altro meccanismo in grado di portare alla formazione di recettori AMPA permeabili al calcio €
rappresentato dal rimodellamento della cromatina per repressione trascrizionale che porta a una
riduzione dell’espressione della subunita GluA2, un processo operato dal repressore della trascrizione
genica chiamato REST (Repressor Element-1 Silencing Transcription factor) che agisce a livello di
una sequenza di DNA chiamata elemento repressivo 1 0 RE1. Questo elemento regolatore repressivo
impedisce I’espressione di geni neuronali importanti per la plasticita sinaptica inclusa anche

I’espressione della subunita GluA2 (Schoenherr & Anderson, 1995; Guo & Ma, 2021).

NH, COOH

" wpac

Sin3A COREST
REST

RE1

Regione promotore del gene GIuA2

Figura 4. Repressione trascrizionale del gene della subunita GIuA2 del recettore AMPA da
parte di REST. REST (repressore trascrizionale); RE1 (elemento repressivo); HDAC (istone
deacetilasi); Sin3A (co-repressore); COREST (co-repressore). Riferimento: Guo & Ma, 2021

Un altro importante fattore da considerare riguarda i meccanismi di assemblaggio dei recettori AMPA
che, nella maggior parte dei casi, sono complessi tetramerici di eteromeri GluA1/2 e GIuA2/3 (Guo
& Ma, 2021). Nelle cellule si trovano dei pool intracellulari di subunita GIuA2 concentrate nel

reticolo endoplasmatico che hanno la duplice funzione di garantire la disponibilita di questa subunita
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e di facilitarne 1’incorporazione nel recettore AMPA attraverso meccanismi di trafficking e
assemblaggio che sono strettamente regolati da diverse proteine. (Greger et al., 2002; Pick & Ziff,
2018; Guo & Ma, 2021) Ad esempio, le proteine di ancoraggio GRIP1 e GRIP2 (Glutamate Receptor
Interacting Protein 1-2), ABP (AMPAR Binding Protein) e PICK1 (Protein Interacting with C Kinase
1) sono in grado di legarsi, attraverso domini PDZ (Postsynaptic Density protein 95/Disc large/Zona
occludens-1), al dominio C-terminale della subunita GIuUA2 in maniera diversa a seconda della
fosforilazione della subunita GluA2, regolando cosi la stabilizzazione o la rimozione dei recettori
AMPA contenenti la subunita GIuA2 (Carroll et al., 2001; Shi et al., 2001; Barry & Ziff, 2002; Guo
& Ma, 2021). In particolare, la fosforilazione del residuo di serina S880 della subunita GIuA2 da
parte della PKC causerebbe la dissociazione di GRIP/ABP dalla GIuA2 e I’associazione di PICK1
con conseguente internalizzazione delle subunita GIuA2 e loro confinamento nel reticolo
endoplasmatico, il che potrebbe portare ad una riduzione nella membrana di recettori AMPA

impermeabili al calcio ed un aumento di quelli permeabili al catione (Guo & Ma, 2021).

Infine, bisogna ricordare che anche nel caso dei recettori AMPA alcuni effetti sono mediati da

interazioni di tipo metabotropo attraverso 1’attivazione di proteine G (Valbuena & Lerma, 2016).

2.1.2 | RECETTORI KAINATO

I recettori Kainato sono costituiti da cinque subunita denominate GluK1-5 che si possono assemblare
in omo- ed etero-tetrameri, hanno proprieta simili a quelle dei recettori AMPA in quanto consentono
il flusso ionico quando attivati dal legame con il glutammato e sono per lo piu impermeabili agli ioni
calcio per la presenza delle subunita GluK1-2 che, come visto per la subunita GIuA2 dei recettori
AMPA, vanno incontro al processo di Q/R editing (Chalupnik & Szymanska, 2023). Sebbene i
recettori AMPA siano principalmente localizzati sulla membrana postsinaptica, diversi studi hanno
mostrato che i recettori kainato possono essere localizzati sia a livello postsinaptico che a livello
presinaptico dove possono agire riducendo o aumentando il rilascio di glutammato e GABA, anche
se in questo caso si tratterebbe di recettori kainato atipici che agirebbero in maniera indipendente dal
flusso ionico attraverso meccanismi di tipo metabotropo (Valbuena & Lerma, 2016; Chalupnik &
Szymanska, 2023).
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2.1.4 1 RECETTORI METABOTROPI

I recettori metabotropi del glutammato (mGIUuR) sono omo- o eterodimeri formati da subunita
proteiche con sette domini transmembrana che possono trasdurre il segnale sia attraverso il classico
sistema di accoppiamento a proteine G sia attraverso vie proteine G-indipendenti; ad oggi sono stati
identificati otto diversi recettori metabotropi glutammatergici (mGIuR1-8) e sono classificati in tre
gruppi (gruppi I, II e III) sulla base dell’omologia di sequenza, dei loro meccanismi di trasduzione
del segnale e della caratterizzazione farmacologica (Heuss et al, 1999; Lau & Tymianski, 2010;
Ribeiro et al., 2017; Acher et al., 2022).

I recettori metabotropici del gruppo | includono i mGIuR1 e mGIuR5 la cui stimolazione porta,
tramite una proteina Gq, all’attivazione della fosfolipasi C che, a sua volta, agisce sui fosfolipidi di
membrana producendo inositolo trifosfato, con successiva mobilizzazione del calcio intracellulare
dal reticolo endoplasmatico, e diacilglicerolo che stimola 1’attivita della protein chinasi C; questo
gruppo di recettori modula anche altre funzioni cellulari in modo indipendente dalla proteina G, ad
esempio tramite tirosin-chinasi della famiglia Src (Abe T et al., 1992; Aramori & Nakanishi, 1992;
Heuss et al., 1999; Gee & Lacaille, 2004; Topolnik et al., 2006; Kubota et al., 2014; Kirdajova et al.,
2020).

Il gruppo Il dei recettori metabotropici include mGIuR2 e mGIuR3 la cui stimolazione causa
I’inibizione dell’attivita dell’adenilato ciclasi via proteina Gi, riduzione dei livelli di CAMP e
conseguente inibizione dei canali calcio voltaggio-dipendenti (Chavis et al, 1994; Tanabe et al., 1993;
Lau & Tymianski, 2010).

I recettori del gruppo Il includono mGIuR4/6/7/8, che mostrano meccanismi di trasduzione del
segnale similari ai recettori del gruppo Il, essendo anch’essi associati, via Gi, alla diminuzione
dell’attivita dell’adenilato ciclasi e inibizione a valle dei canali calcio voltaggio-dipendenti (Lau &
Tymianski, 2010; Kirdajova et al., 2020).

Oltre ad agire a livello postsinaptico, i recettori glutammatergici metabotropi dei tre gruppi sono
localizzati anche a livello presinaptico dove modulano il rilascio di diversi neurotrasmettitori (Olivero
etal., 2020). La prima fase, dalla durata di pochi minuti, é caratterizzata da un aumento graduale della
concentrazione extracellulare di K* e da piccoli cambiamenti nella concentrazione dei principali ioni.
La seconda fase é caratterizzata da una depolarizzazione anossica, che determina la perdita dei
principali gradienti ionici ed un accumulo di glutammato nel cervello. Inoltre, lo stress ossidativo che
si verifica a seguito di una riperfusione post-ischemia € stato proposto come ulteriore innesco del
rilascio di glutammato (Tretter & Adam-Vizi, 2002; Kirdajova et al., 2020).
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2.2 | TRASPORTATORI DEL GLUTAMMATO
I sistemi di ricaptazione del glutammato tramite i trasportatori per gli amminoacidi eccitatori, piu
conosciuti come EAAT (Excitatory Amino Acid Transporters), rappresentano il meccanismo
principale per regolare la quantita di glutammato nelle sinapsi ai fini dell’attivazione di recettori
postsinaptici e presinaptici, e anche per evitare che la sua concentrazione diventi eccessivamente alta,
scatenando fenomeni di tossicita cellulare. Nel caso del glutammato, questo compito e
principalmente, ma non esclusivamente, realizzato dagli astrociti che, in seguito, convertono il
glutammato in glutammina (cfr. capitolo 2) o lo utilizzano anche come gliotrasmettitore nella
comunicazione astrocita-neurone.
Gli EAAT fanno parte della famiglia dei trasportatori SLC1 e, come si intuisce dalla loro
denominazione, non trasportano solo glutammato ma anche altri amminoacidi eccitatori (ad esempio,
acido aspartico). Inoltre, bisogna ricordare che sono in grado di trasportare L- e D-aspartato ma solo
L-glutammato (Drejer et al., 1982; Bender et al., 1998; Kirdajova et al., 2020). Fino ad oggi, sono
stati identificati e caratterizzati cinque diversi membri della famiglia di questi trasportatori
denominati EAAT1-5 che, a seconda della localizzazione cellulare predominante, sono stati
ulteriormente classificati in trasportatori gliali (EAAT1 e EAAT2) e neuronali (EAAT3, EAAT4 e
EAATS) (Malik & Willnow, 2019; Kirdajova et al., 2020). La famiglia dei trasportatori gliali include
EAAT1 e EAAT2 mentre la famiglia dei trasportatori neuronale é costituita da EAAT3/4 e 5.
Tuttavia, I’espressione dell’'mRNA per EAAT2 era stata osservata anche a livello neuronale fin dal
1997 e il contributo funzionale di questo trasportatore presinaptico sulla ricaptazione di glutammato
a livello dei neuroni é stata dimostrata con tecniche di immunoistochimica e knockout condizionale
(Torp et al., 1997; Kanai & Hediger, 2004; Furness et al., 2008; Kirdajova et al., 2020).
Dal punto di vista della distribuzione, I’espressione degli EAAT é chiaramente diversificata nelle
varie aree cerebrali e cambia durante lo sviluppo: i trasportatori EAAT1 sono preferibilmente espressi
nel cervelletto e in alcune altre regioni come gli organi circumventricolari, mentre nelle altre regioni
del CNS prevale I’espressione dei trasportatori EAAT2 che, quindi, rappresentano i principali
trasportatori responsabili della ricaptazione del glutammato (Shibata et al., 1997; Lehre & Danbolt,
1998; Berger & Hediger, 2000; Kugler & Schleyer, 2004; Kirdajova et al., 2020); i trasportatori
neuronali EAAT3 hanno una localizzazione predominante a livello dell’ippocampo, mentre i
trasportatori EAAT4 sono particolarmente espressi nelle cellule di Purkinje del cervelletto (Furuta et
al., 1997; Shashidharan et al., 1997; Dehnes et al., 1998; Massie et al., 2008; Kirdajova et al., 2020).
A livello cellulare, una maggiore densita di EAAT1 e EAAT?2 e stata osservata su membrane che si
affacciano su assoni e terminazioni nervose, mentre EAAT3 e EAAT4 sono localizzati sui corpi
cellulari e sui dendriti dei neuroni (Chaudhry et al., 1995; Kirdajova et al., 2020).
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Per quanto riguarda la funzionalita, i trasportatori EAAT accoppiano alla ricaptazione del glutammato
il sinporto di tre ioni sodio e di un idrogenione, seguito dall’ antiporto di uno ione potassio, una
stechiometria che fornisce 1I’energia necessaria per il trasporto di glutammato contro gradiente di
concentrazione; inoltre, I’entrata di cariche positive € compensata da un flusso disaccoppiato di ioni
cloruro (Fairman et al., 1995; Wadiche et al., 1995; Kirdajova et al., 2020).
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3. CONTRIBUTO DEL GLUTAMMATO NEL DANNO ISCHEMICO

I livelli di glutammato extracellulari richiedono una fine regolazione fisiologica al fine di permettere
un’ottimale modulazione della neurotrasmissione eccitatoria a livello neuronale ed evitare effetti
eccitotossici. Da cio ne consegue che il glutammato deve essere presente nelle giuste concentrazioni,
non troppo elevate, perché diventerebbe dannoso, ma nemmeno troppo basse perché non
esplicherebbe la sua attivita fisiologica. | principali meccanismi cellulari essenziali al mantenimento
di questa omeostasi sono rappresentati dai trasportatori, soprattutto quelli astrocitari, che sono in
grado di sequestrare il glutammato dalla fessura sinaptica evitando cosi il suo accumulo (Bylicky et
al., 2018; Kirdajova et al., 2020). Tuttavia, in diverse situazioni patologiche, quali 1’ischemia
cerebrale o le malattie neurodegenerative, ma anche durante il processo di invecchiamento, questi
meccanismi di ricaptazione possono subire alterazioni portando ad un aumento eccessivo della
concentrazione di glutammato nello spazio sinaptico, con conseguente tossicita per le cellule del
tessuto nervoso circostante e ostacolando le normali funzioni cerebrali (Volterra et al., 1994; Harvey
etal., 2011; Lewisetal., 2012; Zhang et al., 2019; Kirdajova et al., 2020). Oltre ad un’alterata capacita
dei sistemi di ricaptazione nel mantenere entro livelli fisiologici le concentrazioni extracellulari di
glutammato, i fenomeni di tossicita cellulare possono essere anche indotti da un aumento del rilascio

di glutammato e da alterazioni nella funzionalita dei suoi recettori.

3.1 L’EcCITOTOSSICITA GLUTAMMATERGICA

Il termine di eccitotossicita si riferisce ad un fenomeno di tossicita cellulare indotto da alterazioni dei
meccanismi fisiologici alla base della neurotrasmissione glutammatergica che causano una patologica
sovrastimolazione dei recettori. L’interesse nei confronti dell’eccitotossicita glutammatergica e dei
meccanismi che la mediano é dato dal fatto che questo processo di danno neuronale si riscontra non
solo nell’ischemia cerebrale ma in numerose altre patologie psichiatriche e neurologiche, tra cui la
schizofrenia, la depressione, ’autismo, la Sclerosi Laterale Amiotrofica (SLA), la malattia di
Alzheimer (AD) e la malattia di Parkinson (Olloquequi et al., 2018; Pajarillo et al., 2019).
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3.1.1 IL RiLAscCIO DI GLUTAMMATO DA NEURONI, ASTROCITI, OLIGODENDROCITI E

MICROGLIA IN CONDIZIONI ISCHEMICHE

Come descritto in precedenza, le concentrazioni extracellulari di glutammato nel SNC sono finemente
regolate da fisiologici processi di rilascio e ricaptazione che avvengono a livello di neuroni ed astrociti
e che rappresentano un preciso meccanismo di messa a punto della trasmissione centrale eccitatoria,
ma che, in condizioni patologiche come 1’ischemia cerebrale, possono andare incontro ad alterazioni
funzionali che sono causa di eccitotossicita (Hamilton & Attwell, 2010; Araque et al., 2014;
Gundersen et al., 2015; Allen & Eroglu, 2017; Kirdajova et al., 2020). Tuttavia, nel considerare il
danno ischemico nel sistema nervoso centrale, si dovrebbero tenere in considerazione diversi fattori,
quali le diverse eta a cui si puo verificare I’evento, la gravita e il tipo di ischemia (globale o focale),
la specificita regionale (sostanza bianca o sostanza grigia, ippocampo, corteccia, corpo striato, etc.) e
la fase acuta o tardiva dell’evento stesso, che possono influenzare il ruolo dei diversi elementi
cellulari nel rilascio di glutammato (Kirdajova et al., 2020). In particolare, sono state identificate due
principali fasi nella ischemia cerebrale grave in vivo di cui la prima, della durata di pochi minuti,
vede un aumento graduale della concentrazione di K* extracellulare e lievi cambiamenti delle
concentrazioni di altri ioni principali, mentre la seconda e caratterizzata da una depolarizzazione
anossica, con perdita dei principali gradienti ionici e accumulo abnorme di glutammato; inoltre, va
ricordato anche lo stress ossidativo, indotto dall’eventuale riperfusione post-ischemia che potrebbe
contribuire ad ulteriore rilascio di glutammato (Astrup et al., 1977; Hansen & Nedergaard, 1988;
Tretter & Adam-Vizi, 2002; Rossi et al., 2007; Kirdajova et al., 2020).

Per quanto riguarda i neuroni, utilizzando modelli di ischemia in vitro e in vivo, é stato dimostrato
che questi rilasciano glutammato sia per esocitosi vescicolare sia per inversione della funzione dei
trasportatori EAAT che giocano un ruolo chiave nella generazione della depolarizzazione anossica
(Katayama et al., 1991; Jabaudon et al., 2000; Rossi et al., 2000; Fujimoto et al., 2004; Andrade &
Rossi, 2010; Lee & Kim, 2015; Doyle et al., 2018; Kirdajova et al., 2020; Wang et al., 2022). Per
quanto riguarda i meccanismi alla base del rilascio di glutammato durante 1’insulto ischemico, diversi
studi indicano come, nelle fasi iniziali, il rilascio vescicolare sia causato da processi indipendenti
dall’aumento della concentrazione di ioni calcio ma dipendenti dalla depolimerizzazione dei filamenti
di actina indotta dall’aumento di calcio, piuttosto che da processi calcio-dipendenti in cui I’entrata di
calcio attraverso la membrana plasmatica avviene principalmente ad opera dello scambiatore
Na*/Ca?" (NCX) (Andrade & Rossi, 2010; Lee & Kim, 2015; Kirdajova et al., 2020; Wang et al.,
2022). Nella fase acuta dell’ischemia, caratterizzata dalla depolarizzazione anossica, si ha un
massiccio aumento della concentrazione di calcio intracellulare che é causato sia dal suo influsso

attraverso i canali di membrana voltaggio-dipendenti (VDCC) sia dal suo rilascio dai depositi
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intracellulari e che ulteriormente contribuisce al rilascio vescicolare di glutammato (Kirdajova et al.,
2020; Wang et al., 2022). Infine, uno studio ha riportato che le correnti sinaptiche misurate in neuroni
corticali piramidali sottoposti ad ischemia in vitro (ODG) ed il danno neuronale erano ridotti
dall’inibizione farmacologica dello scambiatore cistina-glutammato (XxCT), ma non erano influenzati
dal blocco dei trasportatori EAAT o del rilascio vescicolare di glutammato, indicando che lo
scambiatore XCT rappresenta un ulteriore meccanismo di rilascio di glutammato in condizioni
ischemiche che potrebbe contribuire ai processi di eccitotossicita; tuttavia, poiché lo scambiatore €
presente sia sui neuroni che su astrociti, oligodendrociti e microglia, sara necessario capire se questo
meccanismo di rilascio interessa anche questi tipi cellulari (Soria et al., 2014; Kirdajova et al., 2020).
Un altro aspetto interessante riguarda il coinvolgimento del rilascio vescicolare di glutammato nel
danno ischemico alla mielina; infatti, e stato documentato che, in modelli di ischemia in vitro ed in
vivo, la lesione della mielina nella sostanza bianca inizia con il rilascio di glutammato vescicolare,
ma non quello dovuto a inversione dei trasportatori, dagli assoni dei neuroni che porta ad una
sovrastimolazione dei recettori NMDA mielinici contenenti le subunita GIuN2C e GIuN2D, con
conseguenti effetti citotossici (Doyle et al., 2018; Kirdajova et al., 2020).

A livello degli astrociti, i meccanismi che portano al rilascio di glutammato come gliotrasmettitore e
il suo ruolo nell’eccitotossicita in diverse patologie centrali, inclusa I’ischemia, sono ancora non del
tutto chiariti e materia di dibattito nella comunita scientifica. Secondo numerosi studi, gli astrociti
rilasciano glutammato vescicolare con meccanismi di esocitosi Ca?*-dipendenti simili a quelli
descritti per il rilascio dai neuroni; in effetti, la presenza intracellulare di vescicole contenenti
glutammato, di trasportatori vescicolari VGLUT 1 e 2, nonché di specifiche proteine vescicolari (ad
esempio, V-SNARE), cosi come la possibilita di un rilascio dipendente dal Ca?* extracellulare
piuttosto che da quello liberato dai depositi intracellulari, sono state dimostrate negli astrociti da
diversi gruppi di ricerca (Bezzi et al., 2001, 2004; Montana et al., 2004; Ni & Parpura, 2009;
Bergersen et al., 2012; Bohmbach et al., 2018; Savtchouk & Volterra, 2018; Kirdajova et al., 2020).
Tuttavia, secondo altri ricercatori, gli astrociti non possiedono 1’insieme delle proteine necessarie per
il rilascio vescicolare e, comunque, il rilascio vescicolare calcio-dipendente di glutammato da
astrociti € causato da stimoli aspecifici e non ha rilevanza, quantomeno in condizioni fisiologiche
(Barres, 2008; Fiacco & McCarthy, 2018; Kirdajova et al., 2020).

Inoltre, bisogna ricordare che sono stati descritti anche diversi meccanismi di rilascio non vescicolare
(Nedergaard et al., 2002; Hamilton & Attwell, 2010; Gundersen et al., 2015; Kirdajova et al., 2020).
Nell’ischemia cerebrale, il glutammato viene rilasciato dagli astrociti principalmente per inversione
del suo trasportatore in condizioni di deplezione di ATP, un evento che, dato 1’elevato fabbisogno

energetico per il trasporto attivo, viene preceduto dalla riduzione della sua funzione di ricaptazione
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del trasmettitore che inizia a contribuire al fenomeno eccitotossico, dato anche il rilascio neuronale
di glutammato sempre mediato da inversione del trasportatore (Kirdajova et al., 2020). E stato anche
dimostrato che condizioni di ischemia e ipossia sono in grado di provocare la riduzione
dell’espressione di entrambi i trasportatori del glutammato (EAAT1 e EAAT2) negli astrociti
portando cosi ad un ulteriore accumulo di glutammato extrasinaptico, e questo fenomeno puo
avvenire per alterazione di diversi processi che mediano ’espressione la funzionalita di queste
proteine, quali la regolazione trascrizionale, lo splicing dell’RNA, la modulazione epigenetica (ad
esempio, metilazione del DNA, metilazione e acetilazione degli istoni), la glicosilazione e
fosforilazione post-traduzionale (Sheldon & Robinson, 2007; Ketheeswaranathan et al., 2011;
Pajarillo et al. 2019; Kirdajova et al., 2020).

Altre ricerche hanno evidenziato che, in condizioni ischemiche, il glutammato puo essere rilasciato
dagli astrociti principalmente attraverso diversi canali ionici, come i canali MAC (maxi-anion
channels) o i canali VRAC (volume-sensitive outwardly-rectifying anion channels), piuttosto che per
rilascio vescicolare, per inversione del trasportatore o via emicanali delle giunzioni comunicanti (Liu
et al., 2006; Kirdajova et al., 2020). In effetti, uno studio in vivo con MCAO transitoria, in cui € stata
utilizzata la tecnica della microdialisi intracerebrale e inibitori di EAAT2 e VRAC, ha dimostrato che
questi canali, ma non i trasportatori, rappresentano il meccanismo principale di rilascio di glutammato
in condizioni sperimentali che mimano la penombra ischemica, un risultato in parte supportato anche
dall’osservazione di un ridotto volume di danno ischemico cerebrale in topi con knockout
condizionale per il gene della proteina SWELL1 che, insieme ad altre sue omologhe, si associa a
formare VRAC eteromerici (Feustel et al., 2004; Yang et al., 2019; Kirdajova et al., 2020).

In letteratura, inoltre, sono stati descritti altri meccanismi non vescicolari per il rilascio di glutammato
dagli astrociti (ad esempio, attraverso il canale Ca?*-dipendente Bestrophin 1, i canali per il K*
TWIK1 e TREKL e i recettori purinergici P2X7 attivati dall’ ATP) di cui pero non é ancora chiaro il
ruolo nell’ischemia cerebrale (Duan et al., 2003; Woo et al., 2012; Ryoo & Park, 2016; Kirdajova et
al., 2020).

Astrociti e neuroni esprimono, inoltre, emicanali con grandi pori che, in risposta a vari stimoli,
possono rilasciare ATP e glutammato e che possono aumentare di espressione dopo uno stato di
ipossia/ischemia, come nel caso di Cx43 che potrebbe svolgere un ruolo importante nel danno e nella
morte neuronale (Davidson et al., 2013; Ma et al., 2018; Kirdajova et al., 2020).

Gli oligodendraociti, le loro cellule precursori e gli assoni mielinizzati sono particolarmente vulnerabili
alla riduzione di energia e, in condizioni di deprivazione di ossigeno e glucosio, gli oligodendrociti
mostrano alcuni cambiamenti morfologici, in particolare il rigonfiamento del loro soma che interessa

I processi mielinici e, successivamente, si traduce in una serie di rigonfiamenti lungo 1’assone (Fern
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& Moller, 2000; Baltan, 2014; Kirdajova et al., 2020). Inoltre, anche gli oligodendrociti possiedono
trasportatori del glutammato (principalmente EAAT1, ma anche EAAT3) con proprieta simili a quelle
osservate negli astrociti e che, in condizioni di deprivazione energetica, possono operare in modalita
inversa, rilasciando cosi glutammato nello spazio extracellulare (Matute et al., 2006; Kirdajova et al.,
2020).

Nel caso delle cellule di microglia, in seguito a loro attivazione, queste possono rilasciare quantita
elevate di glutammato, ad esempio attraverso lo scambiatore xCT, attraverso i canali VRAC o gli
emicanali delle giunzioni comunicanti, che potrebbero contribuire cosi al danno eccitotossico a
seguito di un evento ischemico (Takeuchi et al., 2006; Harrigan et al., 2008; Bridges et al., 2012;
Persson & Ronnbéck, 2012; Umebayashi et al., 2014; Socodato et al., 2018; Kirdajova et al., 2020).

3.1.2 IL RUuoLO DEI TRASPORTATORI NELL’ISCHEMIA

I trasportatori del glutammato (EAAT) svolgono un ruolo critico nella regolazione dei livelli del
neuro/gliotrasmettitore eccitatorio nelle sinapsi e, come abbiamo visto, sono accoppiati al sinporto di
Na*/H" e all’antiporto di K*. L’insufficiente apporto energetico causato dall’insulto ischemico si
traduce in una diminuzione dell’attivita della pompa Na*/K" ATPasi e successiva alterazione dei
gradienti di concentrazione transmembrana di Na* e K* che, a sua volta, porta ad una riduzione della
capacita di ricaptazione degli EAAT fino all’inversione del loro funzionamento, con conseguente
aumento della concentrazione di glutammato extracellulare (Rossi et al., 2000; Allen et al., 2004;
Kirdajova et al., 2020). Per quanto riguarda 1’espressione degli EAAT in seguito ad ischemia, i
risultati degli studi riportati in letteratura sono contrastanti, con diversi ricercatori che hanno
osservato una riduzione di alcuni EAAT mentre altri ne hanno riportato una sovraespressione
(EAAT1 e EAAT?2) (Fukamachi et al., 2001; Rao et al., 2001; Chen et al., 2005; Arranz et al., 2010;
Kirdajova et al., 2020).

3.1.3 1 RECETTORI DEL GLUTAMMATO NELL’ISCHEMIA

L’iperattivazione dei recettori glutammatergici, a seguito di aumento eccessivo di glutammato in un
evento ischemico, porta ad un massiccio afflusso di ioni Ca?*. Se le concentrazioni di Ca?*
intracellulare superano la capacita delle cellule di sequestrare ed estrudere questo catione, si
innescano diversi processi patologici, tra i quali tossicita mitocondriale, stress ossidativo e nitrosativo,
attivazione eccessiva di fosfolipasi e proteasi calcio-dipendenti, alterazioni del citoscheletro e danni

al DNA, che portano a morte cellulare.
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| RECETTORI NMDA

Come riportato nel paragrafo 2.1.1, i recettori NMDA sono recettori ionotropi permeabili allo ione
Ca?" e ampiamente espressi nel SNC dove svolgono un ruolo chiave in numerosi processi fisiologici
e fisiopatologici. Sono 1’unico esempio ad oggi di recettori che per I’attivazione necessitano di due
agonisti, glutammato e glicina, e di depolarizzazione per liberare il canale dal blocco voltaggio-
dipendente dello ione Mg?*, sebbene anche per questi recettori vi siano delle eccezioni. Un gran
numero di studi preclinici in vitro ed in vivo ha dimostrato il coinvolgimento dei recettori NMDA nei
fenomeni di morte neuronale. Di seguito sono riportate alcune delle principali evidenze sperimentali
che indicano il contributo delle diverse subunita del recettore NMDA nel danno eccitotossico in

seguito ad insulto ischemico.

- La subunita GIuN1 ¢ I’'unica subunita sempre presente in tutti i recettori NMDA ed é stato
dimostrato che bloccando il sito di legame della glicina su questa subunita con antagonisti
selettivi come il gavestinel e licostinel si ha un effetto protettivo contro il danno neuronale in
vivo (Lai et al., 2014; Sun et al., 2019). Altri dati sperimentali indicano che potrebbe essere
possibile intervenire anche su altri domini della subunita GIuN1; infatti, e stato osservato come
un anticorpo policlonale contro le sequenze amminoacidiche 19-371 della GIuN1 sia in grado
di inibire I’interazione tra ’attivatore tissutale del plasminogeno (tPA) e la subunita stessa,
riducendo cosi I’effetto proeccitotossico del tPA e permettondo anche un ampliamento della

finestra terapeutica della trombolisi con questo farmaco (Macrez et al., 2011; Sun et al., 2019).

- Per quanto riguarda la subunita GIuUN2A, diversi studi indicano che I’attivazione dei recettori
contenenti questa subunita abbia effetti neuroprotettivi, come dimostrato dal fatto che
I’applicazione di un antagonista preferenziale per i recettori NMDA che contengono questa
subunita (NVP-AAMO77) e in grado di aumentare in vitro I’eccitotossicita indotta da NMDA
0 da acido DL-treo-betaidrossiaspartico ¢ 1’apoptosi indotta dalla deprivazione di ossigeno e
glucosio in colture cellulari, e di aumentare in vivo il danno cerebrale in seguito ad ischemia
transitoria globale o focale (Liu et al., 2007; Choo et al., 2012; Zheng et al., 2012; Liu et al.,
2007; Sun et al., 2019).

Al contrario, altri ricercatori hanno osservato che la riduzione delle subunita GIuN2A con
tecniche di knockdown genico riduceva il danno neuronale causato in vitro da NMDA o in vivo
da ischemia focale (Morikawa et al., 1998; Zhou et al., 2013; Sun et al., 2019). Inoltre, il blocco
dei recettori NMDA con subunita GIuN2A, indotto da NVP-AAMO077 o Zn?*, riduce
I’eccitotosicita causata da NMDA in neuroni corticali o ippocampali coltivati per piu di 21

giorni in vitro (von Engelhardt et al., 2007; Stanika et al., 2009; Zhou et al., 2013; Sun et al.,
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2019). La fosforilazione della subunita GIUN2A, ad opera della chinasi 5 ciclina-dipendente
(Cdkb5), potrebbe essere coinvolta nel conferire alla subunita una funzione eccitotossica, come
suggerito dall’osservazione che il danno ischemico a neuroni ippocampali veniva ridotto in
seguito a blocco dell’interazione tra Cdk5 e subunita GIUN2A (Wang et al., 2003; Sun et al.,
2019). In conclusione, i dati in letteratura sul ruolo della subunita GIuN2A nell’ischemia sono
discordanti ed é stato ipotizzato che essa potrebbe avere un ruolo neurotossico nella fase acuta
ed un ruolo neuroprotettivo nelle fasi successive (Wang et al., 2003; Sun et al., 2018, 2019).

Nel caso della subunita GIuUN2B, i risultati delle numerose ricerche sono concordi nell’indicare
che la sovrastimolazione dei recettori NMDA che la contengono é responsabile dei fenomeni
di eccitotossicita e conseguente morte neuronale in seguito a ischemica cerebrale. Infatti, e stato
ampiamente dimostrato che 1’utilizzo di antagonisti per tali recettori, come ifendropil, CP-101,
606, Ro 25-6981 e Co 101244, cosi come il knockdown genico di questa subunita sono in grado
di prevenire la morte eccitotossica in modelli in vitro ed in vivo, inclusi i modelli di ischemia
focale (Liu et al., 2007; von Engelhardt et al., 2007; Chen et al., 2008; Stanika et al., 2009;
Choo et al., 2012; Zhou et al., 2013; Sun et al., 2019).

Inoltre, la fosforilazione della subunita, che si osserva dopo 1’evento ischemico, potrebbe
produrre un aumento dell’attivita del recettore NMDA con conseguente aggravamento della
lesione cerebrale, per cui I’inibizione selettiva della fosforilazione della subunita potrebbe
rappresentare una potenziale strategia terapeutica per il trattamento del danno ischemico (Sun
etal., 2016, 2019).

Anche per quanto riguarda il ruolo dei recettori NMDA contenenti la subunita GIuN2C
nell’ischemia cerebrale, gli studi in letteratura non riportano dati univoci. Un primo studio ha
riportato una riduzione della lesione infartuale ischemica in topi knockout per la subunita
GIuN2C, mentre in un altro studio piu recente si e osservato che, sebbene questo tipo di topi
avessero aree di infarto simili ai topi in cui la subunita era presente, essi mostravano una
diminuzione dell’edema cerebrale e un migliore recupero neurologico (Kadotani et al., 1998;
Holmes et al., 2018; Sun et al., 2019). Altri ricercatori hanno riportato che, in condizioni
ischemiche, il rilascio di glutammato nello spazio periassonale potrebbe indurre I’attivazione
dei recettori NMDA contenenti subunita GIuN2C/2D a livello degli oligodendrociti,
contribuendo cosi a danni alla guaina mielinica (Doyle et al., 2018; Sun et al., 2019). Questi
risultati indicano, quindi, come la stimolazione di recettori NMDA con subunita GIuN2C

potrebbe avere effetti eccitotossici nell’ischemia cerebrale.
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Tuttavia, altri dati riportati in letteratura sembrano indicare il contrario. Infatti, € stato
evidenziato come la sovraespressione delle subunita GIuUN2C in neuroni granulari di cervelletto
sia in grado di proteggerli dalla tossicita indotta da NMDA, mentre topi con knockout genico
di queste subunita mostravano una maggiore morte neuronale nell’area CA1 dell’ippocampo e
una ridotta memoria spaziale in seguito ad ischemia cerebrale rispetto ad animali di controllo
(Chen & Roche, 2009; Chung et al., 2016; Sun et al., 2019).

- Per i recettori NMDA contenenti la subunita GIUN3A, diverse evidenze sperimentali indicano

che la loro stimolazione media effetti neuroprotettivi, come suggerito dai risultati ottenuti con
tecniche di knockout genico. Infatti, & stato riportato che la mancanza della subnunita GIUN3A
causa un aumento di morte neuronale in seguito ad applicazione di NMDA in colture di neuroni
corticali e un aumento del danno corticale in un modello in vivo di ipossia-ischemia neonatale;
risultati simili sono stati ottenuti in topi adulti senza subunita GIUN3A sottoposti a ictus
ischemico che hanno riportato un aumento significativo del volume di tessuto cerebrale
danneggiato e un ridotto recupero delle funzioni sensomotorie (Nakanishi et al., 2009; Lee et
al., 2015; Sun et al., 2019).
Infine, e stato anche dimostrato che la sovraespressione della subunita GIUN3A in diversi
modelli di colture neuronali conferisce protezione nei confronti della tossicita indotta da
ischemia in vitro (deprivazione di ossigeno e glucosio) o in vivo (Nakanishi et al., 2009; Wang
etal., 2013; Sun et al., 2019).

Per quanto riguarda i livelli delle diverse subunita, ¢ stato osservato che nell’ippocampo, una delle
regioni cerebrali piu sensibili all’insulto eccitotossico, I’ ischemia cerebrale porta ad una diminuzione
significativa dell’espressione delle subunitda GIUN2A e GIuUN2B, mentre aumenta I’espressione delle
subunita GIuUN2C e GIUN3A (Zhang et al., 1997; Hsu et al., 1998; Dos-Anjos et al., 2009a,b; Liu et
al., 2010; Fernandes et al., 2014; Chung et al., 2016; Han et al., 2016; Sun et al., 2019).
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| RECETTORI AMPA

L’interesse della ricerca si ¢ rivolto verso i1 recettori AMPA permeabili al calcio, come possibili
bersagli di strategie neuroprotettive nell’ischemia cerebrale, piuttosto che sui recettori NMDA in base
a diverse considerazioni, incluso il fatto che 1’antagonismo dei recettori NMDA ¢ associato a effetti
collaterali importanti, che I’antagonista dei recettori NMDA memantina (farmaco ben tollerato e
approvato per la malattia di Alzheimer) ha dato scarsi risultati in sperimentazioni cliniche e che ¢
ampiamente dimostrato come 1’utilizzo di antagonisti dei recettori AMPA, quali perampanel, PNQX,
EGIS-8332, GYKI, 53405, Naspm e ZK 187638, porti ad un effetto neuroprotettivo nel danno
ischemico in diversi modelli in vitro e in modelli in vivo di ischemia globale o focale (Noh et al.,
2005; Elger et al., 2006; Matucz et al., 2006; Montero et al., 2007; Nakajima et al., 2018; Sun et al.,
2019; Guo & Ma, 2021).

Uno degli effetti provocati dall’ischemia riguarda 1’aumento dei recettori AMPA permeabili al Ca?*
che, in condizioni fisiologiche, sono nettamente minoritari rispetto a quelli che ne sono impermeabili
e permettono I’influsso di ioni Na*. In quest’ottica, molti studi hanno documentato che, nella regione
CAL1 dell’ippocampo, il danno neuronale, che in molti casi si manifesta in maniera ritardata, € dovuto
ad una significativa riduzione nell’espressione della subunita GluA2 che, come visto in precedenza,
& quella che conferisce ai recettori AMPA impermeabilita al Ca®* (Pellegrini-Giampietro et al., 1992;
Gorter et al., 1997; Liu et al., 2004, 2006; Quintana et al., 2015; Koszegi et al., 2017; Mazzocchetti
et al., 2020; Guo & Ma, 2021). Inoltre, & stato dimostrato che I’ischemia globale aumenta
I’espressione della proteina REST che, come abbiamo visto nel paragrafo 2.1.2, sopprime I’attivita
del promotore del gene che esprime la subunita GluA2, riducendone cosi la sua trascrizione; in effetti,
e stato riportato che il knockdown di REST con specifici oligonucleotidi ha prevenuto la riduzione
della subunita GIuA2 e ha protetto i neuroni da morte cellulare in un modello di ischemia in vitro
(Calderone et al., 2003; Guo & Ma, 2021).

Un altro effetto osservato in un modello in vivo di ischemia cerebrale globale é stata una riduzione
significativa dell’espressione dell’enzima ADAR2 nei neuroni ippocampali dell’area CA1 (ma non
negli interneuroni GABAergici o negli astrociti) che causa una diminuita efficienza dell’editing Q/R
e, di conseguenza una maggior presenza di recettori AMPA permeabili al calcio; questo effetto é stato
prevenuto mediante trasfezione con un gene esogeno per ADAR2b oppure con un gene
costitutivamente attivo VP-16-CREB in grado di indurre 1’espressione genica di ADAR2 endogena,
proteggendo dall’ischemia i neuroni vulnerabili dell’ippocampo (Peng et al., 2006; Guo & Ma, 2021).
Ad ulteriore prova del coinvolgimento di alterazioni del processo di editing Q/R nel danno neuronale
ischemico, é stato dimostrato che il silenziamento genico di ADAR2 in vivo con siRNA (small
interfering RNA) causa una mancata modifica della subunita GluA2 e porta alla degenerazione anche
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dei neuroni ippocampali insensibili all’insulto ischemico che, perd, possono essere protetti
dall’introduzione diretta, Sempre con tecniche genetiche, di subunita GIuA2 correttamente editate
(Peng et al., 2006; Guo & Ma, 2021).

Oltre agli effetti sopramenzionati, &€ stato anche riportato che I’ischemia cerebrale promuove
I’internalizzazione dei recettori membranali AMPA contenenti subunitd GIuA2 e I’inserimento in
membrana di recettori AMPA senza GluA2, attraverso un meccanismo che prevede I’attivazione della
PKC, la dissociazione di GIuA2 da ABP ¢ I’associazione con PICK1 (vedi paragrafo 2.1.2) (Liu et
al., 2006; Guo & Ma, 2021).

Infine, altri studi hanno documentato come, in seguito ad ischemia cerebrale sia in vitro che in vivo,
a livello extracellulare si abbia interazione tra la subunita GIuA2 e la gliceraldeide-3-fosfato
deidrogenasi (GAPDH) con internalizzazione del complesso GIuA2/GAPDH e attivazione di
meccanismi di morte cellulare che, tuttavia, puo essere evitata utilizzando un peptide in grado di
interferire proprio con I’interazione tra la subunita del recettore AMPA e I’enzima (Wang et al., 2012;
Zhai et al., 2013; Yongjun Sun et al., 2019).

| RECETTORI KAINATO

Diverse evidenze sperimentali riportate in letteratura indicano che la subunitd GluK2 potrebbe
svolgere un ruolo significativo nel contribuire alla morte neuronale indotta da ischemia, come
dimostrato dalla riduzione della degenerazione neuronale causata da ischemia cerebrale globale in
seguito a somministrazione di un oligonucleotide antisenso GIuK2 o di un peptide di fusione
contenente il peptide Tat e il peptide C-terminale della subunita GluK2 (Tat-GluK2-9c¢) in grado di
interferire con I’interazione tra GluK2, PSD-95 (Postsynaptic Density protein 95) e MLK3 (Mixed-
lineage protein kinase 3) (Pei et al., 2005, 2006; Guo & Ma, 2021). Altri studi suggeriscono che, oltre
alla subunita GIluK2, anche la subunita GluK4 é coinvolta nel danno ischemico; infatti, in topi
knockout per la subunita GluK4, il danno neuronale nelle varie regioni dell’ippocampo, causato da
uno stato di ipossia-ischemia era significativamente ridotto (Lowry et al., 2013; Guo & Ma, 2021).
Al contrario, la stimolazione dei recettori kainato contenenti la subunitd GIuK1 con 1’agonista
selettivo ATPA ha mostrato un effetto neuroprotettivo contro la morte neuronale indotta da ischemia
globale e riperfusione, mentre I’antagonista selettivo per la subunita GluK1, NS3763, o
I’oligonucleotide antisenso GluK1 hanno avuto effetti opposti (Xu et al., 2008; Lv et al., 2012; Guo
& Ma, 2021).
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| RECETTORI METABOTROPI

I recettori metabotropi mGIuR, come indicato precedentemente, sono costituiti da otto sottotipi

recettoriali (mGIluR1-8) suddivisi a loro volta in gruppo | (mGIuR1-5), gruppo Il (mGIluR2-3) e infine

gruppo Il (mGIluR4,6-8) in base all’omologia di struttura, al profilo farmacologico e alle vie di

trasduzione del segnale. Di seguito sono riassunte le principali evidenze sperimentali del loro ruolo

nell’ischemia cerebrale.

Per quanto riguarda i recettori del gruppo I, numerosi studi hanno dimostrato effetti
neuroprotettivi utilizzando antagonisti selettivi per il sottotipo mGIuR1, come LY 3673385,
YM-202074, EMQMCM, CBPG, 3-MATIDA, BAY 36-7620 e AIDA, in modelli di ischemia
in vivo , mentre questo effetto non si osservava in topi knockout per mGIuR1 (Ferraguti et al.,
1997; Bruno et al., 1999; Pellegrini-Giampietro et al., 1999a,b; De Vry et al., 2001; Cozzi et
al., 2002; Meli et al., 2002; Moroni et al., 2002; Szydlowska et al., 2007; Murotomi et al.,
2008; Kohara et al., 2008; Li et al., 2013; Guo & Ma et al., 2021). Dal punto di vista
meccanicistico, sulla base di alcune evidenze sperimentali ¢ stato ipotizzato che 1’effetto
neurotossico potrebbe essere mediato dalla calpaina che, troncando il dominio C-terminale
del recettore mGIuR1, fa perdere al recettore la capacita di attivare vie di segnalazioni
neuroprotettive mediate da PI3K-Akt, mantenendo pero la capacita di aumentare i livelli di
calcio citosolico e contribuire ai fenomeni di eccitotossicita; in effetti la somministrazione di
un peptide di fusione costituito dalla trasduzione del dominio della proteina Tat e della
sequenza mGIuR1 (Tat-mGluR1), in grado di bloccare la scissione del dominio C-terminale
di mGIluR1 mediata dalla calpaina, ha dimostrato effetti neuroprotettivi contro
I’eccitotossicita sia in vitro sia in vivo, inclusa quella da ipossia/ischemia neonatale (Xu et al.,
2007; Zhou et al., 2009; Guo & Ma et al., 2021).

A tutt’oggi, il ruolo del sottotipo mGluR5 nell’ischemia cerebrale non é stato ancora del tutto
chiarito e ci sono dati discordanti in letteratura. Diversi studi hanno dimostrato che gli
antagonisti selettivi del recettore mGIluR5 MPEP o MTEP hanno effetti neuroprotettivi in
modelli di ischemia cerebrale globale e focale, mentre in altri casi sarebbe la stimolazione del
recettore mGIuRS con 1’agonista selettivo CHPG a conferire protezione a cellule BV2 (linea
cellulare di microglia) da ischemia in vitro (OGD), o a ridurre il volume di danno tissutale in
un modello di ischemia focale in vivo ha dimostrato effetti protettivi contro lesioni cerebrali
traumatiche o danni da ischemia cerebrale focale in vivo (Bao et al., 2001; Szydlowska et al.,
2007; Takagi et al., 2010, 2012; Li et al., 2013; Ye et al., 2017; Guo & Ma, 2021). Infine,
altri studi hanno osservato che il blocco del recettore mGIuR5 con gli antagonisti MPEP o
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MTEP o la stimolazione con 1’agonista CGPG non avevano effetti neuroprotettivi contro il
danno neuronale in seguito ad ischemia in vitro e in vivo (Meli et al., 2002; Riek-Burchardt
et al., 2007; Makarewicz et al., 2015; Guo & Ma, 2021).

Nel caso dei recettori del gruppo Il, in letteratura é riportato 1’effetto neuroprotettivo
dell’agonista non selettivo per questo gruppo LY 379268 nei confronti della morte neuronale
indotta da NMDA in colture cellulari miste neuroni/astrociti, effetto che non si osservava in
colture ottenute da topi knockout per i sottotipi mGIuR3, mentre era maggiore nelle colture
ottenute da topi knockout per i sottotipi mGIuR2, suggerendo che la stimolazione dei primi
sia in grado di proteggere le cellule dalla morte che, invece, ¢ mediata dai secondi (Corti et
al., 2007; Guo & Ma, 2021). In linea con questi risultati, altri studi hanno dimostrato che il
trattamento con ADX92639, un modulatore allosterico negativo (NAM) selettivo del recettore
mGIuR2, risultava altamente neuroprotettivo mentre la somministrazione del modulatore
allosterico positivo LY487379 aumentava il danno neuronale a livello dell’ippocampo nel
modello sperimentale di ischemia globale transitoria 4VO; inoltre, il knockout genico dei
recettori mGIuR2 ha ridotto il danno cerebrale e la disabilita neurologica in due modelli di
ischemia focale transitoria in vivo (Motolese et al., 2015; Mastroiacovo et al., 2017; Guo &
Ma, 2021).

| dati ottenuti per i recettori del gruppo Il (mGIuR4,6-8) sembrano indicare che la loro
attivazione puo essere terapeuticamente utile per la neuroprotezione negli eventi ischemici,
anche se un primo studio con I’agonista selettivo per il gruppo III (R,S)-4-fosfonofenilglicina,
non aveva mostrato effetti significativi sul danno neuronale in modelli di ischemia sia focale
che globale (Henrich-Noack et al., 2000; Guo & Ma, 2021). Tuttavia, ricerche successive
hanno dimostrato effetti neuroprotettivi dell’agonista del gruppo 111 ACPT-I, del modulatore
allosterico positivo dei recettori mGluR4 PHCC o della loro delezione genica, e dell’agonista
allosterico dei recettori mGIluR7 AMNO82 in diversi modelli di ischemia in vitro ed in vivo
(Moyanova et al., 2011; Domin et al., 2014,2015,2018; Guo & Ma, 2021).

3.2 Conseguenze dell’eccitotossicita glutammatergica

L’esposizione di neuroni e di cellule gliali ad alti livelli di glutammato extracellulare durante un

evento ischemico porta ad un massiccio ingresso di ioni Ca?* nelle cellule, a livello sia della materia

bianca che di quella grigia, che innesca I’attivazione di meccanismi molecolari neurotossici, tra cui

ricordiamo la sovrastimolazione di enzimi quali proteasi, fosfolipasi, fosfatasi ed endonucleasi, danno
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mitocondriale, stress ossidativo e nitrosativo, frammentazione del DNA che, in ultimo, culminano in
una morte cellullare necrotica o apoptotica (Lai et al., 2014; Kirdajova et al., 2020; Plotegher et al.,
2021).

Nelle prime fasi dell’ischemia si verifica la formazione di un edema citotossico in seguito
all’accumulo di ioni a livello intracellulare che causa poi ingresso di acqua dallo spazio extracellulare;
successivamente si ha la formazione di un ulteriore edema ionico come risultato della diminuzione
della concentrazione di ioni e dei livelli di acqua nello spazio extracellulare, che porta ad un flusso di
ioni ¢ dell’equivalente osmotico di acqua dai capillari. Infine, non dobbiamo dimenticare la
formazione di edema vasogenico che si osserva in conseguenza di alterazioni della barriera
ematoencefalica, con afflusso di acqua e macromolecole dal torrente circolatorio allo spazio
extracellulare del tessuto cerebrale e che, di solito, si manifesta nelle fasi piu avanzate dell’ischemia
cerebrale (Kirdajova et al., 2020).

L’abnorme rilascio di glutammato causato dall’ischemia che, come affrontato nei capitoli precedenti,
non € esclusivamente neuronale ma origina anche da assoni e cellule gliali, stimola in maniera
eccessiva i propri recettori ionotropi e metabotropi localizzati a livello delle cellule nervose ma anche
sulle cellule gliali nella materia grigia e bianca (Ceprian & Fulton, 2019; Cuellar-Santoyo et al.,
2023). Negli astrociti i recettori NMDA, che secondo alcuni studi funzionali sembrano coinvolti
principalmente della comunicazione neurone-astrocita e presentano una composizione tri-eteromerica
contenente le subunita GIuN1, GIuN2C/D e GIuN3, aumentano la loro espressione in seguito a un
insulto ischemico (Gottlieb & Matute, 1997; Shelton & McCarty, 1999; Krebs et al., 2003; Lalo et
al., 2006, Serrano et al., 2008; Palygin et al., 2011; Kirdajova et al., 2020). Tuttavia, quale possa
essere il loro ruolo nel danno ischemico non é ancora chiaro. Per quanto riguarda i recettori AMPA
astrocitari, questi sono presenti nella maggior parte delle regioni nel SNC con una composizione in
subunita che é diversa nelle diverse regioni cerebrali e che, quindi, porta ad una diversa distribuzione
dei recettori AMPA permeabili ed impermeabili al calcio; tuttavia gli astrociti con recettori AMPA
non sembrano vulnerabili al danno eccitotossico data la loro bassa permeabilita al calcio, un dato in
linea con I’osservazione di una netta prevalenza della subunita GluA2 nei recettori AMPA in astrociti
corticali ed ippocampali (Ceprian & Fulton, 2019) portando di conseguenza ad una variabilita alla
permeabilita al Ca?'. | recettori astrocitari AMPA non sembrerebbero risentire a condizioni
patologiche associate all’eccitotossicita glutammatergica a causa della loro bassa permeabilita al
calcio. Questi risultati e similari osservazione sulla resistenza degli astrociti sono supportati da dati
di RNA-seq, che mostrano come il dominio di GIUA2 inibisce la permeabilita al Ca?* sia a livello
corticale che negli astrociti ippocampali in situ (Rothman, 1984; Li & Stys, 2000; Mdlders et al.,
2018; Kirdajova et al. 2020).
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Gli oligodendrociti sono noti per essere estremamente sensibili alle condizioni di deprivazione di
ossigeno e glucosio indotte dall’ischemia che, analogamente a quanto avviene nei neuroni, causa
eccitotossicita per eccessiva attivazione dei diversi recettori glutammatergici e abnorme ingresso di
calcio che porta, di conseguenza, a morte degli oligodendrociti con danno sia nella sostanza grigia sia
in quella bianca; in particolare, gli oligodendrociti possiedono recettori AMPA particolarmente
permeabili al calcio e recettori NMDA solo debolmente bloccati dal Mg?* (Karadéttir et al., 2005;
Kéradottir & Attwell, 2007; Ransom & Baltan, 2009; Matute, 2011; Kirdajova et al., 2020). Infatti, &
stato dimostrato come la sovrastimolazione di recettori AMPA, kainato e NMDA causa morte degli
oligodendrociti e danno alla mielina, effetti che possono essere bloccati da antagonisti di questi
recettori come CNQX, NBQX, D-AP5, MK-801 o memantina (McDonald et al., 1998; Alberdi et al.,
2002; Salter & Fern, 2005; Micu et al., 2006, 2007; Sanchez-Gomez et al., 2011; Kirdajova et al.,
2020). Sensibili al danno da OGD risultano anche i precursori degli oligodendrociti e gli
oligodendrociti immaturi, attraverso meccanismi dovuti all’ingresso di calcio attraverso recettori
AMPA/kainato (Fern & Moller, 2000; Kirdajova et al., 2020).

Le cellule di microglia esprimono tutti i tipi di recettori del glutammato, sia ionotropi sia metabotropi
che possono avere effetti neurotossici o neuroprotettivi. Infatti, 1’attivazione di quelli ionotropi causa
un aumento del rilascio di fattori pro-infiammatori quali TNFa, IL-1 € NO o, come nel caso dei
recettori AMPA la cui espressione aumenta nella materia bianca in condizioni ipossiche, sensitizza
le cellule di microglia al glutammato provocando la riduzione del rilascio del fattore neuroprotettivo
IGF-1 e I’aumento del rilascio di TNFa e IL-18 (Noda et al., 2000; Sivakumar et al., 2010; Murugan
et al., 2011; Kirdajova et al., 2020). Per quanto riguarda i recettori metabotropi del glutammato, e
stato riportato che le cellule di microglia esprimono diversi sottotipi (mGIuR2-6 e 8) che regolano la
loro trasformazione in fenotipo neurotossico o neuroprotettivo (ad es., recettori gruppo Il vs recettori
gruppo I1) (Pocock & Kettenmann, 2007; Kirdajova et al., 2020); tuttavia, quale sia il loro ruolo in
condizioni ischemiche non & ben chiaro.

Un importante contributo al danno eccitotossico e, di conseguenza, alla morte neuronale lo svolge lo
stress ossidativo, una condizione in cui la produzione di radicali liberi supera le capacita delle difese
antiossidanti di mantenerne i livelli di concentrazione al di sotto della soglia di tossicita attraverso
diversi enzimi, quali la superossido dismutasi, la catalasi e il sistema antiossidante del glutatione e
della tioredossina (Kudin et al., 2012; Kirdajova et al., 2020). | radicali liberi sono una qualsiasi
specie chimica che possiede uno o piu elettroni spaiati e quelli piu comunemente prodotti in seguito
a fenomeni di eccitotossicita glutammatergica sono molecole derivate dall’ossigeno (O2) e dal
monossido d’azoto (NO), che fanno parte, rispettivamente, delle specie reattive dell’ossigeno 0 ROS

(radicale superossido, radicale idrossile e perossido di idrogeno) e delle specie reattive dell’azoto o
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RNS (NO, perossinitrito, diossido d’azoto) (Coob & Cole, 2015); essendo specie chimiche
particolarmente reattive, possono reagire con le macromolecole cellulari causando diversi tipi di
danni a proteine, lipidi e DNA che contribuiscono alla morte cellulare (Sugawara et al., 2002;
Kalogeris et al., 2014; Kirdajova et al., 2020). Sebbene sia neuroni che cellule gliali posseggano
sistemi antiossidanti, gli astrociti sono le cellule del SNC che possiedono maggiori capacita di difesa
contro lo stress ossidativo, con i piu alti livelli di glutatione che ne determina la capacita di
detossificare grandi quantita di ROS e RNS; inoltre, gli astrociti possiedono una maggiore espressione
di Nrf2 che va a sovraregolare geni antiossidanti (glutatione reduttasi, glucosio-6-fosfato
deidrogenasi, transchetolasi, transaldolasi etc.), rilasciano un fattore che induce 1’attivita di Nrf2 e di
eme-ossigenasi 1 (HO-1) nella microglia, riportandola nello stato di riposo e riducendo cosi
I’inflammazione, e producono molecole scavenger per i ROS prodotti nell’ischemia, come la
metallotioneina-1l, andando cosi ad aumentare la neuroprotezione. Tutti questi fattori antiossidanti
che vengono espressi sopprimono ROS e RNS tornando cosi ad uno stato di equilibrio. Gli astrociti
proteggono anche il cervello dallo stress ossidativo, associato all’ischemia, producendo scavenger
contro i ROS come la metallotioneina-1l (Trendelenburg et al., 2002; Lee et al., 2003; Shih et al.,
2003; Min et al., 2006; Sun et al., 2006; Waller et al., 2018; Kirdajova et al., 2020).

Gli oligodendrociti sono meno vulnerabili allo stress ossidativo rispetto ai neuroni ma comungue piu
vulnerabili di altre cellule gliali, probabilmente in funzione del fatto che hanno piu alti livelli di ferro
legato a proteine, che potrebbe aumentare la produzione di radicali ossidrile catalizzando la
conversione del perossido di idrogeno attraverso la reazione di Fenton, hanno meno della meta del
contenuto di glutatione rispetto agli astrociti, per cui potrebbero avere una capacita detossificante del
perossido di idrogeno meno efficace a causa di una minore attivita del glutatione perossidasi, e hanno
anche un’elevata attivita metabolica con una maggiore generazione di ROS (Husain & Juurlink, 1995;
Connor & Menzies, 1996; Juurlink et al., 1998; Mifsud et al., 2014; Kirdajova et al., 2020). A questo
si aggiunge una riduzione di oligodendrociti maturi in quanto e stato riportato che lo stress ossidativo
riduce ’espressione di geni che promuovo la differenziazione di queste cellule mentre aumenta
I’espressione di geni che la inibiscono; inoltre, 1e cellule precursori degli oligodendrociti sono ancora
pit sensibili allo stress ossidativo e questo sembrerebbe essere dovuto ad una sovraregolazione dei
recettori AMPA e a un aumento transitorio dell’espressione del trasportatore EAAT2 del glutammato
(Itoh et al., 2002; Desilva et al., 2007; French et al., 2009; Kirdajova et al., 2020).

In aggiunta allo stress ossidativo, I’eccitotossicita glutammatergica indotta dall’ischemia si traduce
anche in disfunzione mitocondriale causata da danni alle proteine mitocondriali, alle membrane e al
DNA, compromettendo cosi la capacita dei mitocondri di sintetizzare ATP e svolgere le loro

molteplici funzioni metaboliche; inoltre, la depolarizzazione della membrana mitocondriale
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contribuisce ulteriormente a ridurre la produzione di ATP ed aumentare quella di ROS, mentre il
sovraccarico di Ca?* porta all’apertura di pori di transizione della permeabilita mitocondriale (MPTP)
presenti sulla membrana, provocando il rilascio di fattori pro-apoptotici, come AlF, citocromo C e
Smac/Diablo che partecipano all’attivazione della via intrinseca dell’apoptosi (Lazarou et al., 2015;
Rama & Garcia, 2016; Yang et al., 2018). In risposta a questi insulti, le cellule mettono in atto
meccanismi di riparazione dei mitocondri danneggiati, ad esempio attraverso la fusione con
mitocondri sani, o la loro eliminazione mediante mitofagia; in aggiunta a questi meccanismi, é stato
osservato che i neuroni possono rilasciare mitocondri che sono internalizzati e degradati da astrociti
adiacenti, cosi come gli astrociti, in seguito ad ischemia focale transitoria, rilasciano mitocondri per
I neuroni con un processo calcio-dipendente che, se bloccato, porta ad un peggioramento del quadro
neurologico in un modello di ischemia sperimentale focale transitoria in vivo, indicando un effetto
neuroprotettivo di questo fenomeno di scambio transcellulare neurogliale (Davis et al., 2014;
Hayakawa et al., 2016; Kirdajova et al., 2020).

3.3 MORTE CELLULARE

La morte cellulare pud avvenire secondo molteplici meccanismi quali la necrosi, 1’apoptosi,
I’autofagia e necrosi regolata (necroptosi, ferroptosi, piroptosi e parthanatos) a seconda dell’esordio
e della gravita dell’evento ischemico (Kroemer et al., 2009; Fricker et al., 2018; Chen et al., 2022;
Mao et al., 2022).

La necrosi € un meccanismo non regolato di morte cellulare che si verifica principalmente nel core
ischemico e nell’arco di minuti a causa di un grave deficit o totale assenza di ossigeno e glucosio e
che vede un inziale rigonfiamento della cellule e dei mitocondri, picnosi, carioressi e cariolisi a livello
nucleare, degradazione degli organelli e del citoscheletro, e finale rottura della membrana e lisi
cellulare con rilascio del contenuto nello spazio extracellulare e induzione di infiammazione
secondaria. Al contrario, 1’apoptosi € un processo di morte regolata che necessita di un certo livello
di energia, che avviene nella penombra ischemica dove i livelli di ossigeno e glucosio rimangono tali
da permettere di mantenere una sufficiente funzionalita delle cellule, che si sviluppa da ore a giorni
dopo I’evento ischemico e che, dal punto di vista morfologico, vede in una prima fase la cellula
contrarsi, la cromatina condensarsi lungo la membrana nucleare ed il nucleo frammentarsi in diverse
parti avvolte dalla membrana nucleare; successivamente, i frammenti nucleari e gli organelli cellulari
vengono confinati in protrusioni della membrana plasmatica che si saldano e formano i “corpi

apototici” che vengono fagocitati da altre cellule.
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Tuttavia, la suddivisione tra morte cellulare con meccanismo di necrosi nel core ischemico e con
meccanismo apoptotico nella penombra ischemica non € rigorosa in quanto la morte apoptotica ¢ stata
dimostrata anche nel core ischemico cosi come la morte necrotica e stata osservata nella penombra
(Onteniente et al., 2003; Kirdajova et al., 2020).

Come e noto, I’apoptosi puo essere innescata da due vie differenti conosciute come la via estrinseca,
mediata dall’attivazione dei cosiddetti recettori della morte, come TNFR, CD95/Fas o TRAIL
espressi sulle membrane cellulare, e la via intrinseca attivata da danno mitocondriale indotto da
diversi tipi di insulti, compresi lo stress ossidativo e/o 1’eccessiva concentrazione di Ca?* citosolico.
Nel primo caso, la stimolazione dei recettori della morte porta, attraverso la formazione di complessi
proteici di segnalazione intracellulare, all’attivazione di caspasi iniziatrici (ad es., caspasi-8) che, a
loro volta, causano la morte apoptotica innescando direttamente caspasi effettrici (ad es., caspasi 3)
e/o indirettamente attivando, per mezzo delle proteine BH3-only, proteine pro-apoptotiche (ad es.,
Bid) e, quindi, la via mitocondriale (Gupta et al., 2003; Kirdajova et al., 2020). Nel secondo caso,
invece, D’attivazione della via intrinseca vede giocare un ruolo chiave da parte di alterazioni
mitocondriali con rilascio del citocromo C in seguito alla formazione di pori nella membrana
mitocondriale esterna indotti da un aumento dell’espressione di proteine pro-apoptotiche come Bax,
Bak e BAD rispetto a proteine anti-apoptotiche, quali Bcl2, Bcl-XL e Mcl-1 (Doyle et al., 2008;
Uzdensky, 2019; Kirdajova et al., 2020). Il citocromo C rilasciato nel citosol, a sua volta si lega al
fattore di attivazione della proteasi apoptotica-1 (Apaf-1), che oligomerizza inducendo cosi il legame
e ’autoattivazione della pro-caspasi 9 in un complesso multimerico chiamato apoptosoma; la caspasi-
9 attivata, a sua volta attiva le caspasi effettrici 3 e 7 che inducono la morte per apoptosi (Niizuma et
al., 2010; Kirdajova et al., 2020). Oltre ad una morte apoptotica mediata da caspasi, bisogna ricordare
che 1’apoptosi puo essere innescata anche da meccanismi caspasi-indipendenti, come nel caso del
fattore di induzione dell’apoptosi (AIF) che, rilasciato dai pori mPTP che si aprono nei mitocondri,
trasloca nel nucleo dove provoca una frammentazione del DNA su larga scala (Broughton et al., 2009;
Kirdajova et al., 2020).

I neuroni e gli oligodendrociti sono gli elementi cellulari piu sensibili e vengono danneggiati nelle
fasi iniziali di un evento ischemico o successivamente vanno incontro ad una morte cellulare ritardata
mentre, al contrario, le cellule di microglia e gli astrociti sono meno vulnerabili ad uno stato di
ipossia-ipoglicemia (Lyons & Kettenmann, 1998; Kirdajova et al. 2020). Inizialmente, € stato
ipotizzato come, nei neuroni, I’ictus provochi principalmente una morte apoptotica mediata
dall’attivazione della caspasi, ma recenti studi hanno rilevato che I’apoptosi € molto diffusa anche
nelle cellule non neuronali e che anche meccanismi indipendenti dalle caspasi hanno un ruolo

principale nella loro morte, come osservato in modelli di ischemia in vivo ed in colture cellulari
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sottoposte ad ipossia, nonché in cellule gliali NG2 positive che producono una proteina proapoptotica
della famiglia Bcl-2 denominata BNIP3 (Bcl-2/E1B-19K-interacting protein 3) in grado di indurre
una maggiore mitofagia e morte cellulare simile all’autofagia; in effetti, rispetto ad altre cellule gliali
(astrociti, microglia e oligodendrociti mielinizzati), questo tipo di cellule forse sono piu vulnerabili
all’insulto ischemico e questo potrebbe rappresentare un fattore cruciale nei processi di
demielinizzazione assonale e morte neuronale (Li et al., 2013; Uzdensky, 2019; Kirdajova et al.
2020).

Nell’apoptosi astrocitaria € stato dimostrato che 1’espressione della proteina PUMA (p53-upregulated
modulator of apoptosis), che fa parte della famiglia Bcl2 e che é richiesta per forme di apoptosi
dipendenti e indipendenti da p53, € aumentata durante 1’ischemia € la sua riduzione puo proteggere
gli astrociti dall’apoptosi e ridurre la vulnerabilita dei neuroni all’insulto ischemico (Ouyang et al.,
2013; Chen et al., 2015; Kirdajova et al. 2020). E stato anche riportato che I’apoptosi negli astrociti
e inibita in topi knockout per i canali TRPC3/6/7 (transient receptor potential cation channel)
sottoposti ad ischemia, un effetto che potrebbe essere dovuto alla riduzione della fosforilazione del
fattore nucleare kB (NFkB) pro-apoptico e a una riduzione dell’espressione di proteine pro-apoptiche
della famiglia Blc2 come Bax (Chen et al., 2017; Kirdajova et al., 2020).

Nel caso delle cellule della microglia, quando queste sono attivate in seguito ad un evento ischemico
attraverso il recettore Toll-like 4, viene attivata la via NFKB che porta all’espressione e al rilascio di
citochine pro-infiammatorie, come IL-6 ¢ TNFa, aggravando cosi ulteriormente il danno neuronale e
I’apoptosi; in modo simile, la proteina Hsp70 (heat shock protein 70), che si trova nella microglia ma
anche in altri tipi cellulari e la cui espressione aumenta dopo un evento ischemico, e in grado di
attivare citochine pro-inflammatorie, ma puo anche avere effetto neuroprotettivo riducendo
I’espressione della dinamina che e responsabile della traslocazione del recettore della morte Fas sulla
superficie cellulare, inducendo 1’apoptosi (Zhao S. C. et al., 2017; Gulke et al., 2018; Kirdajova et.
al., 2020).

L’apoptosi caspasi-dipendente & un meccanismo di morte che colpisce anche gli oligodendrociti,
come dimostrato in modelli di ischemia cerebrale focale permanente in cui si & osservato una
riduzione del danno in oligodendrociti con sovraespressione dell’inibitore delle caspasi p53 (Shibata
et al., 2000; Kirdajova et al., 2020).
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4. PossIBILI APPROCCI TERAPEUTICI

Attualmente, I’approccio terapeutico a seguito di un ictus dipende dal tipo di evento in quanto
possiamo avere I’ictus emorragico o I’ictus ischemico; infatti, nel primo caso si richiede I’interruzione
immediata del sanguinamento, mentre, nel secondo caso I’intervento richiede un rapido ripristino del
flusso sanguigno, e questo necessita sicuramente di una diagnosi corretta, al fine di non aggravare
ulteriormente il danno a livello cerebrale. Una volta diagnosticato 1’ictus ischemico, che si tratta di
un evento ischemico, I’intervento mira alla riperfusione del tratto occluso attraverso 1’utilizzo di
farmaci trombolitici oppure attraverso una trombectomia meccanica (Dong et al., 2020; Kaplan-
Arabaci et al., 2022). Nel caso di intervento farmacologico, I’attivatore tissutale del plasminogeno
(tPA o alteplase), prodotto con tecnica del DNA ricombinante, ¢ ’unico farmaco trombolitico
approvato oggi nel trattamento dell’ictus ischemico, in grado di idrolizzare il legame peptidico tra
arginina e valina attivando in questo modo il plasminogeno in plasmina, che deve essere
somministrato per via endovenosa entro 3 ore a partire dall’inizio dei sintomi 0, Se applicato
direttamente nell’area interessata, entro le 4,5 ore dall’evento ischemico (Lijnen & Collen, 1988;
Kaplan-Arabaci et al., 2022) (Kwiatkowski et al., 1999; Hacke et al., 2008; Bansal et al., 2013;
Powers et al., 2019; Kaplan-Arabaci et al., 2022).

La trombectomia meccanica & una procedura minimamente invasiva che prevede la rimozione del
coagulo dall’arteria del paziente utilizzando un microcatetere e rappresenta 1’unica strategia che puo
essere applicata, comungue entro le prime otto ore, se la dimensione del coagulo é troppo grande per
la trombolisi farmacologica o il tempo necessario per la somministrazione di tPA € ormai superato; €
stato riportato che questo tipo di intervento ha raddoppiato il tasso di sopravvivenza e ha diminuito il
grado di disabilita in pazienti con ictus ischemico (Smith et al., 2008; Jovin et al., 2015; Kaplan-
Arabaci et al., 2022).

Un trattamento neuroprotettivo volto a ridurre quello che é il danno eccitotossico, in un evento
ischemico, potrebbe essere diretto a molteplici punti della lunga catena di eventi che si succedono,
dall’accumulo di glutammato a livello extracellulare all’attivazione a valle delle vie che regolano i
processi di morte cellulare. Intervenire sui processi a monte che inducono il danno ischemico ha
sicuramente il vantaggio di bloccare/ridurre quei segnali che attivano poi tutti i diversi meccanismi
che a valle causano morte, ma richiede un intervento precoce che potrebbe risultare problematico in
termini di possibili effetti collaterali ma anche di interferenza con meccanismi a valle che, invece,
potrebbero contrastare il danno cellulare; d’altra parte, bersagliare farmacologicamente i meccanismi
a valle ha il vantaggio di poter avere una finestra terapeutica temporalmente piu ampia, maggiore

specificita e minori effetti collaterali, ma rischia di avere un’efficacia minore se non si bloccano tutte
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le vie di segnale che, una volta attivate, sono in grado di indurre morte cellulare in maniera
indipendente una dall’altra (Choi, 2020).

Considerando il fatto che i diversi tipi recettoriali contribuiscono al danno ischemico in fase acuta, si
potrebbe adottare una strategia attraverso la quale si utilizzano diversi antagonisti per migliorare
I’effetto neuroprotettivo. Diversi studi preclinici hanno riportato che I’intervento combinato con
antagonisti selettivi dei recettori NMDA (ad es., MK-801) e AMPA (ad es., NBQX e CNQX) o dei
recettori NMDA (MK-801) e metabotropi (AP3) potrebbe portare ad un effetto protettivo additivo in
modelli di ischemia in vitro o in vivo, ma potrebbe avere un impatto eccessivo sulla neurotrasmissione
e sulle funzioni fisiologiche, rendendo difficile la traslazione di questa strategia farmacologica in
ambito clinico (Mosinger et al., 1991; Lippert et al., 1994; McManigle et al., 1994; Virgili et al.,
1995; Zagrean et al., 2014; Sun et al., 2019). Nella fase post-acuta dell’ischemia, il ruolo principale
dei recettori del glutammato potrebbe essere anche quello di stimolare la sopravvivenza neuronale e,
quindi, si potrebbe anche pensare di intervenire con una strategia farmacologica che blocca
I’attivazione di meccanismi citotossici e stimola, o comunque non interferisce, con i diversi
meccanismi che inducono la sopravvivenza neuronale; in effetti, considerando gli effetti pro-
sopravvivenza indotti dalla stimolazione dei recettori NMDA contenenti la subunita GIUN2A e dei
recettori metabotropi del gruppo Il e 11l del glutammato, gli agonisti di questi recettori potrebbero
rivelarsi possibili farmaci da utilizzare nella fase post-acuta dell’ischemia (Domin et al., 2016; Wang
etal., 2017; Sun et al., 2019; Domin, 2022). Un'altra strategia che potrebbe avere efficacia terapeutica
consiste nel bloccare/ridurre i meccanismi a valle responsabili della morte cellulare, come dimostrato
in uno studio in cui la somministrazione di inibitori dell’istone deacetilasi 2, nei 5-7 giorni successivi
all’evento ischemico, ha favorito il recupero delle funzioni motorie, senza pero ridurre il danno
tissutale (Lin et al., 2017; Sun et al., 2019).

4.1 STRATEGIE DI NEUROPROTEZIONE

Sicuramente si puo affermare che 1’eccitotossicita ha rappresentato uno degli obbiettivi primari delle
strategie di neuroprotezione a causa dei suoi effetti precoci nella cascata ischemica che inducono
danno cerebrale (Davis et al., 2000; Katz et al., 2022).

Al fine di ridurre I’elevata concentrazione di glutammato nello spazio extracellulare sono state
proposte strategie “scavenging” utilizzando molecole in grado di eliminare I’amminoacido eccitatorio
trasformandolo in altri metaboliti. La strategia scavenging del glutammato a livello sistemico si basa
sulla sua conversione, in presenza di ossalacetato, ad a-chetoglutarato e aspartato da parte dell’enzima
glutammato-ossalacetato transaminasi (GOT) presente nel sistema circolatorio, anche noto con il
nome di aspartato aminotransferasi (AST), e che necessita del cofattore piridossal-5-fosfato (P5P)
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(Westerhuis & Hafkenscheid, 1983; Tutor-Crespo et al., 2004; Campos et al., 2012; Kaplan-Arabaci
et al., 2022). Inoltre, ricordiamo anche la glutammato-piruvato transaminasi (GPT), nota anche con
il nome di alanina aminotransferasi (ALT) che catalizza la reazione di trasformazione del
glutammato, in presenza di piruvato, in alanina e a-chetoglutarato. Il vantaggio principale di questa
strategia con scavenger e che agiscono nel sangue e riducono il glutammato nelle regioni cerebrali
che ne hanno un alto contenuto, mentre le regioni con livelli normali di glutammato non risentono di
questo meccanismo, portando quindi a minori effetti collaterali (Kaplan-Arabaci et al., 2022).
Basandosi sul meccanismo di scavenging sistemico, in un primo studio e stato effettivamente
dimostrato che la somministrazione di piruvato e ossalacetato era in grado di ridurre i livelli di
glutammato nel torrente circolatorio, nel liquido cerebrospinale e nel cervello, livelli che erano stati
aumentati in seguito alla somministrazione dell’amminoacido per via intracerebroventricolare; studi
successivi hanno riportato che la somministrazione periferica di GOT e GPT, con 0 senza ossalacetato
e piruvato, causava una diminuzione significativa dei livelli di glutammato nel sangue (Gottlieb et
al., 2003; Zlotnik et al., 2007; Boyko et al., 2012a,b; Kaplan-Arabaci et al., 2022). E interessante
notare che analisi del trascrittoma e di gPCR hanno evidenziato livelli maggiori di GOT nel modello
di ictus ischemico con MCAO in ratti trattati con ossigeno e che I’aumento di GOT, mediante terapia
genica, riduceva notevolmente il danno ischemico che veniva, invece esacerbato, dal knockdown
genico dell’enzima (Rink et al.,2010,2011; Kaplan-Arabaci et al., 2022). Ulteriori studi hanno
riportato che tra pazienti con ictus ischemico, quelli con pitl ampio danno cerebrale grave mostravano
livelli ematici di glutammato maggiori e livelli di GOT inferiori e che la singola somministrazione di
un bioconiugato ricombinante umano di glutammato-ossalacetato transaminasi (hrGOT) ha portato
ad una drastica diminuzione dei livelli di glutammato nel sangue per circa una settimana, alla
diminuzione del volume infartuale e al il miglioramento delle funzioni sensomotorie in ratti sottoposti
a ischemia focale transitoria con MCAO, indicando che I’attivita di scavenging del glutammato nel
sangue ¢ un’efficace tecnica per la neuroprotezione nell’ictus (Zaghmi et al., 2020; Kaplan-Arabaci
etal., 2022).

Sempre in quest’ottica, numerose sono le evidenze di effetti neuroprotettivi in seguito alla
somministrazione di ossalacetato e piruvato. Ad esempio, utilizzando diversi modelli sperimentali di
ischemia cerebrale focale e globale, € stato dimostrato che 1’ossalacetato riduce i livelli di glutammato
nel sangue e nel cervello, riduce il danno del tessuto cerebrale, protegge i fenomeni di plasticita
sinaptica ippocampali e le risposte evocate somatosensoriali (Marosi et al., 2009; Nagy et al., 2009;
Teichberg et al., 2009; Campos et al., 2011a, 2012; Knapp et al., 2015; Castillo et al., 2016; Kaplan-
Arabaci et al., 2022).
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11 ruolo di scavenging del glutammato e I’attivita neuroprotettiva del piruvato e di suoi derivati, come
I’etil-piruvato, sono stati documentati in diversi modelli sperimentali di danno cerebrale, inclusa
I’ischemia (Lee et al., 2001; Kim et al., 2005; Yi et al., 2007; Zlotnik et al., 2008; Boyko et al., 2011,
Kaplan-Arabaci et al., 2022). Tuttavia, il piruvato potrebbe avere anche altri meccanismi attraverso i
quali potrebbe esercitare effetti neuroprotettivi. Infatti, a concentrazioni millimolari, il piruvato si e
dimostrato in grado di ridurre in vitro la neurotossicita dello ione Zn?*, un altro ione coinvolto nei
fenomeni di morte cellulare anche in seguito ad ischemia; questo effetto neuroprotettivo potrebbe
essere dovuto al fatto che il piruvato é in grado di chelare lo zinco intracellulare, ha effetti positivi
sui depositi cellulari di NAD* e ATP e ha anche effetti antiinfiammatori (Sheline et al., 2000; Wang,
2009; Sul et al., 2016; Choi, 2020). Effettivamente, ¢ stato riportato che alte dosi di piruvato (500
mg/kg) bloccano la morte selettiva dei neuroni nell’ippocampo in un modello di ischemia globale,
mentre il trattamento ritardato con dosi piu basse (62,5-125 mg/kg) riduce il danno tissutale nel
modello di ischemia focale con MCAOQ; infine, la somministrazione cronica di piruvato, alle dosi di
22-44 glal giorno per 4 settimane, non ha mostrato particolari effetti collaterali, ad eccezione di
fenomeni di diarrea, risultando quindi ben tollerata nella dieta dei pazienti (Stanko et al., 1994; Lee
etal., 2001; Yi et al., 2007; Choi, 2020).

Per quanto riguarda le strategie farmacologiche di neuroprotezione a valle dell’aumento del
glutammato, inizialmente queste si sono rivolte verso il blocco dell’attivazione dei recettori NMDA
con antagonisti selettivi che avevano mostrato un’ottima efficacia negli studi preclinici; tuttavia, uno
studio di fase 3 con il selfotel, un antagonista competitivo del recettore NMDA, ha rivelato importanti
effetti avversi, incluse allucinazioni, alterazione dello stato mentale e anche un aumento della
mortalitd; in effetti, una successiva analisi retrospettiva di sperimentazioni con antagonisti NMDA ha
indicato che, sebbene il blocco dell’eccessiva attivazione di questi recettori porti ad un effetto
neuroprotettivo, impedirne le normali funzioni fisiologiche causa molteplici effetti indesiderati anche
gravi (Morris et al., 1999; Lipton, 2006; Kats et al., 2022).

La Memantina € il prototipo di antagonista NMDA uso-dipendente a bassa affinita con ridotti effetti
collaterali, approvato nel 2003 per il trattamento del deficit cognitivo in pazienti affetti da malattia di
Alzheimer, che a basse dosi, € in grado di bloccare efficacemente i recettori NMDA eccessivamente
attivati, soprattutto quelli localizzati a livello extrasinaptico, non interferendo in maniera significativa
con quelli che mediano segnali fisiologici (Morris et al., 1999; Lipton, 2004; Xia et al., 2010; Katz et
al., 2022). Questo farmaco si & dimostrato neuroprotettivo nei confronti dell’eccitotossicita indotta da
NMDA in diversi studi in cui sono stati utilizzati diversi modelli preclinici in vitro, come colture di
neuroni corticali, cerebellari, ippocampali o di cellule gangliari retiniche, e in vivo, come il modello

di ischemia focale transitoria MCAO dove ha ridotto la permeabilita della barriera ematoencefalica,
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I’edema cerebrale ¢ 1’area di danno tissutale (Erdo & Schafer, 1991; Chen et al., 1992; Gorgulu et al.,
2000; Volbracht et al., 2006; Chen et al., 2017; Choi, 2020; Katz et al., 2022). Inoltre, la memantina
ha anche dimostrato effetti benefici in pazienti con trauma cranico moderato o con ictus, sebbene
siano necessari ulteriori studi clinici per determinarne ’efficacia (Pichardo-Rojas et al., 2023).
Un’altra strategia terapeutica ¢ quella di utilizzare come fattore neuroprotettivo il magnesio che, come
abbiamo visto, ¢ il catione endogeno che blocca il canale del recettore NMDA in maniera voltaggio-
dipendente, modulandone I’attivazione e 1’influsso di calcio.

Sperimentazioni precliniche condotte in modelli animali hanno dimostrato una significativa riduzione
dell’attivita glutammatergica e una riduzione del danno cerebrale (McDonald et al., 1990; Lin et al.,
2002; Katz et al., 2022). Al contrario, in uno studio randomizzato (IMAGES, Intravenous Magnesium
Efficacy in Stroke) su 2589 pazienti, che entro 12 ore dall’evento ischemico, avevano ricevuto
infusione di magnesio per 24 ore, non si sono osservati cambiamenti significativi in termini di morte
o di invalidita, ma I’analisi di sottogruppi di pazienti ha mostrato effetti significativi nei casi di ictus
in cui non era coinvolta la corteccia cerebrale; risultati negativi si sono avuti anche nello studio FAST-
Mag dove non si & osservato miglioramento della sopravvivenza o dello stato funzionale quando il
magnesio ¢ stato somministrati entro le 2 ore dall’insorgenza dell’evento ischemico in 1700 pazienti
o nello studio MAGIC dove il magnesio é stato somministrato in pazienti in arresto cardiaco, anche
se in alcuni di essi si e dimostrata una ridotta disabilita e una migliore indipendenza funzionale (Thel
et al., 1997; Muir et al., 2004; Saver et al., 2015; Katz et al., 2022). Complessivamente, sembra che
ci siano prove tra loro contrastanti su quello che effettivamente ¢ I’utilizzo di magnesio come agente
neuroprotettivo.

Oltre ai recettori NMDA, oggi € ormai chiaro come i recettori AMPA svolgano un ruolo altrettanto
importante nei meccanismi di eccitotossicita, in particolar modo negli stati ischemici in cui questi
recettori diventano permeabili al Ca®* e la crescente acidita dell’ambiente extracellulare potrebbe
limitare 1’attivita dei recettori NMDA (Giffard et al., 1990; Buchan et al., 1993; Katz et al., 2022). In
effetti, antagonisti dei recettori AMPA, come talampanel, YM872, EGIS 8332, ZK 200775 e
GYKI53505, hanno mostrato di poter attenuare il danno cellulare in pazienti che hanno subito
un’ischemia cerebrale focale o globale; tuttavia, queste molecole presentano diverse problematiche
importanti (ad esempio scarsa solubilita, breve emivita e cristallizzazione a livello renale) che
possono limitarne I’utilita clinica (Suda & Kimura, 2019; Kats et al., 2022).

Un esempio di antagonista AMPA che e entrato in commercio é il Perampanel, approvato nel 2012
come antiepilettico con indicazioni terapeutiche per le crisi epilettiche refrattarie e che possiede un
buon profilo per quanto riguarda gli effetti indesiderati, forse dovuto anche al fatto che si tratta di un

antagonista parziale dei recettori AMPA (Choi, 2020). Diversi studi preclinici hanno dimostrato che
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il perampanel € in grado di conferire neuroprotezione in modelli di ischemia in vitro o in vivo, come
nel caso di ischemia focale transitoria indotta con MCAO in cui si & osservato riduzione dell’edema
cerebrale, della morte neuronale, del volume di danno tissutale, dei deficit neurologici e
dell’espressione di citochine proinfiammatorie (TNFa, I1-1b), e aumento invece dei livelli di quelle
antiifiammatorie (TGF-B1, IL-10)(Nakajima et al., 2018; Niu et al., 2018; Mazzocchetti et al., 2020).
Un altro farmaco sperimentato nell’ischemia cerebrale ¢ la minociclina, un antibiotico ampiamente
utilizzato appartenente alla famiglia delle tetracicline che riesce a penetrare la barriera
ematoencefalica e raggiungere il SNC, e che ha mostrato effetti neuroprotettivi in una vasta gamma
di modelli di malattie acute e croniche, compresa 1’ischemia focale in quasi 20 studi preclinici
(Garrido-Mesa et al., 2013; Naderi et al., 2019; Choi, 2020). Questa sua attivita di neuroprotezione,
che si osserva alle dosi antimicrobiche standard, ¢ stata in gran parte attribuita all’inibizione delle
MMP, ovvero le metalloproteinasi della matrice, alcune delle quali (ad es., la MMP-9) aumentano di
espressione e sono rilasciate nello spazio extracellulare in seguito a ischemia, contribuendo
probabilmente all’infiammazione e all’alterazione della membrana ematoencefalica; tuttavia, la
minociclina inibisce anche la poli(ADP ribosio) polimerasi (PARP) a dosi minori rispetto a quelle
necessarie per le MMP, un meccanismo che potrebbe essere anch’esso coinvolto nelle sue proprieta
neuroprotettive (Koistinaho et al., 2005; Alano et al., 2006; Chaturvedi & Kaczmarek, 2014; Choi,
2020). In effetti, la minociclina é stata testata in tre sperimentazioni pilota come monoterapia in
soggetti che sono andati incontro ad ictus, mostrando potenziali benefici su alcune scale di
valutazione solo in due casi (Lampl et al., 2007; Padma Srivastava et al., 2012; Kohler et al., 2013;
Choi, 2020).

Il Propofol, invece, & un agente ipnotico-sedativo a breve durata d’azione, che viene comunemente
utilizzato nelle unita di terapia intensiva per la sua rapida insorgenza d’azione ¢ la sua capacita di
attraversare rapidamente la membrana ematoencefalica per entrare nel SNC dove agisce aumentando
I’attivita dei recettori GABAA, riducendo quella dei recettori NMDA, modulando I’influsso di ioni
calcio attraverso i canali lenti e riducendo il metabolismo cellulare, un insieme di effetti che
potrebbero essere alla base di una significativa neuroprotezione (Alkire et al., 1995; Kotani et al.,
2008; Kats et al., 2022). E’ stato, in effetti, riportato che il propofol ha determinato un’attenuazione
del danno cellulare in colture neuronali esposte ad insulto eccitotossico da glutammato, come
dimostrato da una diminuzione dei livelli di enolasi neurone-specifico, ha provocato una riduzione
del 21% del volume totale dell’area di infarto in ratti sottoposti a MCAOQ rispetto al trattamento con
isoflurano, ha protetto i neuroni ippocampali in modelli di ischemia globale, e stato in grado di ridurre

’apoptosi neuronale quando infuso per 30 min all’inizio del danno da riperfusione, ha ridotto i livelli
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di proteine pro-apoptotiche come Bax e aumentato quelli di proteine antiapoptotiche come Bcl-2
(Hans et al., 1994; Young et al., 1997; Fan et al., 2015; Kats et al., 2022).

Come indicato nel capitolo precedente, I’ideale sarebbe un approccio con una combinazione di
farmaci anti-eccitotossici che possano agire sia a valle che a monte dell’intero processo, anche se la
sperimentazione e 1’approvazione di regimi di polifarmacoterapia e piu complicata rispetto alle
monoterapie, ma comunqgue non insormontabile, soprattutto se, insieme a un farmaco nuovo, si
utilizzano farmaci gia sviluppati e di cui, quindi, si conosce bene il profilo di tolleranza e di
rischio/beneficio e che risultano facilmente disponibili, come alcuni di quelli descritti in precedenza
(Choi, 2020).

4.2 IPOTERMIA TERAPEUTICA

Con il termine ipotermia terapeutica (IT), anche conosciuta come gestione mirata della temperatura
(TTM, targeted temperature management), ci si riferisce alla procedura utilizzata per il
raffreddamento intenzionale della temperatura corporea a 34-35 °C. Diversi studi preclinici e clinici
hanno indicato che I’IT e in grado di ridurre la morte cellulare a livello cerebrale con effetti benefici
nei casi di arresto cardiaco e nelle encefalopatie ipossiche neonatali, riducendo il danno da ischemia-
riperfusione, anche se altre sperimentazioni cliniche e metanalisi non sembrano confermarlo (Lindsay
et al., 2018; Hong et al., 2022; Belur et al., 2023). Le linee guida internazionali raccomandano la IT
nei pazienti comatosi dopo arresto cardiaco che rimangono non responsivi anche dopo la rianimazione
e il ritorno della circolazione spontanea (Donnino et al., 2015; Nolan et al., 2015; Pancal et al., 2020)
L’effetto neuroprotettivo del raffreddamento ¢ spiegato attraverso diversi meccanismi indotti dalla
diminuzione della temperatura corporea, quali la riduzione del metabolismo, un ridotto fabbisogno di
ossigeno ed energia, riduzione dell’eccitotossicita, riduzione dello stress ossidativo, riduzione dello
stato infiammatorio, riduzione dell’apoptosi, effetti anticoagulanti e riduzione delle alterazioni della
barriera ematoencefalica (Moore et al., 2011; Kurisu & Yenari, 2018; Hong et al., 2022). Esperimenti
eseguiti su diversi tipi di animali (ad es., roditori, maiali, conigli) sottoposti ad ischemia sperimentale
e ipotermia hanno dimostrato come questa abbia effetti neuroprotettivi che si riflettono nella riduzione
dell’area infartuale e nel miglioramento delle prestazioni neuro-comportamentali senza aumentare il
rischio di gravi complicanze (Olai et al., 2020; Arrich et al., 2021; Hong et al., 2022). L’IT sistemica,
con abbassamento della temperatura corporea intorno ai 33-35°C, si e dimostrata utile non solo nei
neonati con encefalopatia ischemica, ma anche nei pazienti adulti in coma a seguito di arresto cardiaco
extraospedaliero con ritmo cardiaco sia defribrillabile sia non defibrillabile; inoltre, bisogna ricordare
che interventi di cardiochirurgia sono eseguiti di routine con raffreddamento del sangue in
circolazione extracorporeo o un raffreddamento controllato che causa cosi una profonda ipotermia
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riducendo la temperatura corporea a un valore uguale o inferiore ai 25°C, in modo tale che venga
protetto il cervello da un possibile danno ischemico durante 1’interruzione della circolazione o il
clampaggio dei vasi (Cotten & Shankaran, 2010; Sinha et al., 2012; Chang, 2013; Zhang et al., 2015;
Seyedsaadat et al., 2020; Hong et al., 2022). Tuttavia, I’ipotermia sistemica puo causare diverse
complicanze cardiache, ematologiche, immunologiche e metaboliche che possono aumentare la
morbidita e la mortalita, inducendo effetto avversi quali iperglicemia, brividi, bradicardia, alterazioni
elettrolitiche, danno renale acuto, polmoniti e disordini da iper- o ipocoagulazione che richiedono
ulteriori interventi farmacologici e non (Polderman, 2009; MacLaren et al., 2014; Andresen et al.,
2015; Polderman, 2016; Sun et al., 2019; Hong et al., 2022). Recentemente, al fine di evitare le
complicanze indotte da un’ipotermia sistemica, ha destato molto interesse la possibilita di indurre
ipotermia con 1’utilizzo di farmaci in grado di interferire con la termoregolazione, come nel caso
dell’attivazione dei recettori della neurotensina o dei canali TRPV1 che si & dimostrata efficace in un
modello animale di arresto cardiaco e in un modello di ischemia focale sperimentale (Cao et al., 2014;
Liu etal., 2016; Li et al., 2019; Hong et al., 2022).

Per quanto riguarda i meccanismi di protezione, gli effetti dell’ipotermia sul metabolismo a livello
cerebrale e sul flusso del sangue sono quelli che sono stati maggiormente riportati; infatti, & ben
documentato che un abbassamento della temperatura riduce il consumo di ossigeno e di glucosio di
circa il 5% per ogni grado centigrado, riduce i livelli di lattato, preserva le fonti energetiche per il
cervello, quale I’ATP, e mantiene stabile il pH tissutale (Yenari et al., 2008; Kurisu & Yenari, 2018).
Piu complesso e I’effetto dell’ipotermia terapeutica sul flusso ematico, in quanto in condizioni
fisiologiche il flusso sanguigno cerebrale diminuisce linearmente con temperature tra i 18 e i 37°C,
mentre, in condizioni ischemiche, il flusso cerebrale & gia marcatamente ridotto a causa
dell’occlusione del vaso; tuttavia, nel momento in cui il flusso sanguigno viene ripristinato
(riperfusione) si osserva un’iniziale iperemia seguita poi da una temporanea riduzione del flusso
sanguigno cerebrale, dovuta ad un restringimento della microvascolatura che I’IT sembrerebbe essere
in grado di attenuare, migliorando la microcircolazione nella fase acuta (Yenari et al., 2008; Ito et
al., 2011; Kurisu et al., 2016b; Kurisu & Yenari, 2018).

L’IT ¢ anche in grado di prevenire il rilascio e Iaccumulo di glutammato, riducendo cosi
I’eccitotossicita, probabilmente in quanto, come detto precedentemente, la riduzione della
temperatura riduce il metabolismo ed € in grado di preservare quelle che sono le riserve energetiche
di ATP, che e fondamentale per mantenere i gradienti ionici; inoltre, I’IT € in grado di attenuare la
downregulation della subunita GluA2 indotta dall’ischemia, andando quindi a ridurre I’afflusso di
ioni calcio attraverso i recettori AMPA (Colbourne et al., 2003; Yenari et al., 2008; Yenari & Han,
2012; Kurisu & Yenari, 2018).
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Oltre a questi processi, I’ipotermia ¢ in grado di influire su altri processi associati all’ischemia in fase
acuta quali, ad esempio, 1’induzione dell’espressione dei geni precoci immediati (immediate early
genes) e la risposta cellulare allo stress; ad esempio, I’ipotermia aumenta 1’espressione della proteina
HSP70 (heat shock protein 70) che ha proprieta neuroprotettive (Kamme et al., 1995; Yenari et al.,
2005; Terao et al., 2009a; Yenari & Han, 2012; Kurisu & Yenari, 2018). Altre proteine indotte da
shock termico sono quelle che vengono espresse da condizioni di riduzione della temperatura (cold
shock proteins) e che sono rilevanti ai fini della neuroprotezione da IT, come la CIRBP (cold-
inducuble RNA-binding protein) e la RBM3 (RNA-binding motif protein 3) che potrebbero avere un
ruolo nel contrastare il danno ischemico (Liu et al., 2010; Chip et al., 2011; Yenari & Han, 2012;
Kurisu & Yenari, 2018).

Infine, sono stati recentemente oggetto di studio in modelli di lesioni cerebrali, tra cui I’ictus, i micro-
RNA (miRNA), piccole parti di RNA non codificante a singolo filamento che hanno la funzione di
regolare 1’espressione genica che aumentano gia dopo due ore I’evento ischemico, per cui €
ipotizzabile che possano avere un ruolo rilevante nella patogenesi dell’ictus e che possano
rappresentare un bersaglio terapeutico per 1’ischemia cerebrale (Neag et al., 2022; Todoran et al.,
2023).

Oltre ad influenzare eventi acuti, diverse linee di ricerca indicano che I’IT ha effetti neuroprotettivi
aggiuntivi che interessano anche la fase subacuta (ore-giorni) e cronica (settimane-mesi) dell’ictus
ischemico (Kurisu et al., 2016a; Yenari et al., 2008; Kurisu & Yenari, 2018). Ad esempio, € stato
dimostrato che ’ipotermia terapeutica ¢ in grado di influenzare diversi aspetti della morte cellulare
per apoptosi, andando influenzare sia la via estrinseca che quella intrinseca. Infatti, per quanto
riguarda la via estrinseca, I’ipotermia ¢ in grado di sopprimere 1’espressione del recettore della morte
FAS e del suo ligando FASL nonché di prevenirne il legame al recettore, probabilmente bloccando
la produzione della sua forma attiva ad opera delle metalloproteinasi della matrice (MMP) che sembra
essere essenziale per il legame al recettore (Powell et al., 1999; Lee et al., 2005; Liu et al., 2008).
Nel caso della via intrinseca, ovvero quella mitocondriale, e stato osservato che questa viene bloccata
dalla riduzione della temperatura attraverso la regolazione dell’espressione delle proteine della
famiglia Bcl-2 (aumento di Bcl-2 anti-apoptotica e riduzione di BAX pro-apoptotica), la riduzione
del rilascio di citocromo C e la diminuzione dell’attivazione delle caspasi; inoltre, I’'IT blocca la
traslocazione della protein chinasi C delta (PKCJd) al nucleo e ai mitocondri, dove attiva 1’apoptosi,
mentre previene la riduzione della protein chinasi C epsilon (PKCg) ad attivita anti-apoptotica indotta
dall’insulto ischemico (Liu & Yenari, 2007; Shimohata et al., 2007; Kurisu & Yenari, 2018). Un’altra
molecola studiata piu recentemente, che e coinvolta nei meccanismi di apoptosi, ¢ PTEN
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(phosphatase and tensin homolog), un oncosoppressore con funzioni pro-apoptotiche che € inattivo
quando fosforilato; nell’ischemia cerebrale si riduce la fosforilazione di PTEN che, attivata,
promuove la morte apoptotica, un effetto che viene prevenuto dall’IT determinando neuroprotezione
(Zhao et al., 2007; Lee et al., 2009; Kurisu & Yenari, 2018).

L’ipotermia promuove anche I’attivazione di AKT, una serina/treonina protein chinasi che svolge
molteplici ruoli nel metabolismo glucidico, nella proliferazione cellulare, nell’apoptosi, nella
trascrizione genica e nella migrazione cellulare; AKT attivata fosforila e, quindi, inattiva proteine
pro-apoptotiche come la glicogeno sintasi chinasi 33 (GSK3p) e BAD, promuovendo sopravvivenza
cellulare (Zhao et al., 2005; Kurisu & Yenari, 2018).

Numerose ricerche su modelli animali hanno dimostrato che I’ipotermia ¢ in grado di inibire gli effetti
dannosi indotti da stati di neuroinflammazione che si hanno nella fase post-ischemica, con effetti
benefici sugli esiti neurologici; in effetti, I’ipotermia riduce il numero di neutrofili infiltranti e di
cellule di microglia attive nell’area ischemica, diminuisce 1’espressione di mediatori infiammatori,
tra cui ROS, molecole di adesione, citochine pro-infiammatorie (come IL-13, TNFa e IL-6) e diverse
chemochine (Deng et al., 2003; Wang et al., 2007; Ceulemans et al., 2010; Perrone et al., 2010; Kurisu
& Yenari, 2018). L’ipotermia terapeutica ¢ inoltre in grado di modulare la trascrizione di fattori
coinvolti nell’inflammazione, come dimostrato in modelli animali di ischemia in cui blocca
I’attivazione di NF-kB prevenendone la traslocazione nel nucleo e il legame con il DNA inibendo
I’attivita dell’enzima IKK (inhibitor of KB kinase), cosi come influenza anche I’attivita della MAPK
(mitogen activated protein kinase) (Yenari & Han, 2006; Choi et al., 2011; Kurisu & Yenari, 2018).
Un altro effetto dell’IT ¢ quello di proteggere la barriera ematoencefalica dal danno ischemico
impedendo 1’attivazione di proteasi responsabili della degradazione della matrice extracellulare,
come le metalloproteasi della matrice (MMP) (Lee et al., 2005; Kurisu & Yenari, 2018).

Infine, studi recenti si sono interessati dei possibili effetti a lungo termine della IT per comprendere
se la riduzione della temperatura potesse influenzare i processi riparativi endogeni che si attivano
dopo la fase acuta e subacuta dell’ischemia; tuttavia, i risultati non sono univoci in quanto ci sono
ricerche che mostrano come I’ipotermia possa promuovere la proliferazione delle cellule staminali
neurali e la maturazione delle cellule progenitrici neurali, favorendo la neurogenesi e la sinaptogenesi,
mentre altri studi non hanno osservato alcun effetto sulla neurogenesi (Lasarzik et al., 2009; Kernie
& Parent, 2010; Xiong et al., 2011; Kurisu & Yenari, 2018).

Il raffreddamento cerebrale selettivo (SBC, selective brain cooling) € un approccio alternativo
sviluppato negli ultimi decenni che permette di evitare gli effetti negativi dell’ipotermia sistemica;
nel SBC, il cervello viene fatto raffreddare in maniera selettiva al fine ottenere neuroprotezione
mentre la temperatura corporea viene mantenuta entro il range normale, permettendo di raggiungere
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la temperatura desiderata piu velocemente e con costi minori rispetto al raffreddamento sistemico
(Leung et al., 2018; Cattaneo & Meckel, 2019; Hong et al., 2022). SBC puo essere effettuata su
pazienti ospedalizzati cosi come in situazioni di emergenza (ad es. in soggetti in arresto cardiaco)
utilizzando dispositivi di dimensioni ridotte, non richiede 1’ utilizzo di farmaci per prevenire malessere
e brividi a temperature inferiori ai 35°C, e riduce gli effetti collaterali del raffreddamento sistemico,
come polmonite, trombosi venosa e ipotensione (Koehn et al., 2012; Nordberg et al., 2019; Assis et
al., 2019; Zhao et al., 2019; Ziai et al., 2019; Hong et al., 2022). Tuttavia, anche il metodo di SBC &
associato a effetti collaterali come irritazioni locali, sanguinamenti e vasocostrizione; inoltre, un
rapido aumento della pressione arteriosa puo essere osservato in pazienti con ictus nelle prime fasi
immediatamente dopo il raffreddamento intranasale ma non in pazienti in coma a seguito di un arresto
cardiaco (Polderman & Girbes, 2002; Castrén et al., 2010; Poli et al., 2014; Honore et al., 2020; Hong
etal., 2022).

E importante ricordare che diversi studi hanno dimostrato che 1’attivita dell’attivatore tissutale del
plasminogeno (tPA) diminuisce al diminuire della temperatura (circa 0,5% di riduzione dell’effetto
litico per ogni grado centigrado), per cui l’ipotermia terapeutica puo influenzare 1’efficacia
trombolitica, un fattore importante da considerare quando si applica una terapia con tPA insieme a
SBC in contesti acuti (Shaw et al., 2007; Tang et al., 2013; Hong et al., 2022).

Per quanto riguarda le tecniche utilizzate per il raffreddamento cerebrale selettivo, ricordiamo il
raffreddamento superficiale, il raffreddamento endovascolare e il raffreddamento intranasale.

Il raffreddamento superficiale locale, mediante 1’utilizzo di cappucci, caschi e collari, puo migliorare
i risultati neurologici; infatti, studi clinici randomizzati hanno dimostrato che ¢ possibile utilizzare
SBC immediatamente dopo la nascita per ridurre le conseguenze di una encefalopatia neonatale
(Gluckman et al., 2005; Hong et al., 2022). Tuttavia, per i metodi di raffreddamento superficiali,
sebbene non siano invasivi e facili da applicare, non e stata dimostrata una riduzione della temperatura
interna cerebrale (Poli et al., 2013; Zhao et al., 2019; Koehn et al., 2020; Hong et al., 2022). Il
raffreddamento superficiale con caschi riduce la temperatura prevalentemente nelle aree cerebrali
superficiali, € quindi € piu indicato per lesioni corticali, mentre 1’ipotermia sistemica puo fornire una
migliore neuroprotezione in lesioni cerebrali profonde; la riduzione della temperatura della testa con
caschi puo essere combinata con quella del collo mediante collari raffreddanti, che perd pud portare
ad un aumento della pressione e riduzione del battito cardiaco (Wang et al., 2004; Zhu, 2000; Koehn
etal., 2020; Fedinec et al., 2021; Hong et al., 2022). Il raffreddamento del solo collo potrebbe causare
meno problemi rispetto ad un raffreddamento combinato di testa e collo, puo avere un effetto

maggiore sui vasi sanguigni e sui tessuti molli, e puo essere piu utile del solo raffreddamento della
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testa in quanto non vi e 1’azione di isolante termico rappresentata dalle ossa del cranio (Yin et al.,
2019; Hong et al., 2022).

Un’altra metodologia di abbassamento controllato della temperatura e il raffreddamento
endovascolare che ha dimostrato di essere efficace come metodo neuroprotettivo, con il vantaggio di
raffreddare direttamente la regione ischemia, di poter essere applicata insieme una trombectomia, di
mantenere una temperatura costante della zona e controllare la velocita di riscaldamento durante la
fase di ritorno alla temperatura normale; tuttavia, si tratta di una procedura invasiva che quindi puo,
almeno in teoria, essere associata a complicanze procedurali quali la dissezione arteriosa (Holzer et
al., 2006; Choi et al., 2010; Faridar et al., 2011; Cattaneo et al., 2016; Hong et al., 2022). Tra i diversi
metodi, studi preclinici e clinici hanno indicato che I’infusione di una soluzione fisiologica (0.9%
NaCl) a 4 °C nell’arteria carotide interna, ad una velocita di 30 ml/min per 10 min, ¢ una tecnica di
raffreddamento pratica, efficace e sicura per i pazienti con ictus ischemico acuto, con una
diminuzione della temperatura della zona ischemica di almeno 2°C e di quella corporea di 0,3°C, e
una riduzione dell’area infartuale; I’infusione puo anche essere effettuata attraverso un microcatetere
durante la tromebctomia per la ricanalizzazione del vaso bloccato (Cattaneo et al., 2016, 2019; Chen
etal., 2016; Wu et al., 2018; Liddle et al., 2020; Wang et al., 2021; Hong et al., 2022).

E interessante riportare che studi preclinici hanno riportato che la combinazione di soluzione
fisiologica fredda e solfato di magnesio (che agisce come antagonista del recettore N-metil-D-
aspartato, andando a prevenire il danno eccitotossico) o albumina a basso dosaggio, apporta maggiori
proprieta neuroprotettive rispetto al solo utilizzo della soluzione salina fredda, ma la sicurezza e la
validita di questa procedura deve ancora essere verificata con studi clinici randomizzati (Holzer et
al., 2006; Esposito et al., 2014; Wu et al., 2020, 2022). Per quanto riguarda possibili eventi avversi
di questo metodo, 1’utilizzo di cateteri endovascolari pué aumentare il rischio di trombosi (Maze et
al., 2014).

Il raffreddamento attraverso la struttura rinofaringea puo essere un approccio piu efficiente per la
SBC in quanto il flusso di sangue al cervello scorre dall’arteria carotidea interna al seno cavernoso €
entra in contatto con la parte profonda del cervello; I’effetto di raffreddamento é determinato dalla
portata, I'umidita e la temperatura dell’aria ed ¢ stato dimostrato che 1’approccio intranasale, con un
elevato flusso di aria secca, € in grado di indurre e mantenere in modo sicuro normotermia o ipotermia
(Wang et al., 2010; Bakhsheshi et al., 2016; Chava et al., 2017; Ferreira et al., 2021; Assis et al.,
2019; Ziai et al., 2019; Hong et al. 2022).

Il dispositivo di raffreddamento intranasale vaporizza perfluorocarburi e ossigeno con una portata che
va dai 40 ai 60 L/min utilizzando un catetere posizionato nella cavita nasale, portando ad una rapida

induzione dell’ipotermia che aumenta la sopravvivenza e gli esiti neurologici in seguito ad arresto
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cardiaco; questo tipo di metodo non € invasivo e puo essere eseguito anche in corso di arresto cardiaco
assicurando un raffreddamento continuo, principalmente a livello cerebrale (Fazel Bakhsheshi et al.,
2018; Nordberg et al., 2019; Hong et al., 2022). Tuttavia, sebbene la somministrazione di ossigeno
contenente perfluorocarburi e aria compressa puo raffreddare il cervello, questo metodo non
garantisce un accurato controllo della temperatura e ha ancora dei problemi di sicurezza in termini di
sovraraffreddamento localizzato, danno tissutale al naso e alle guance a causa proprio del
congelamento (Busch et al., 2010; Fazel Bakhsheshi et al., 2018; Hong et al., 2022). Studi effettuati
con il dispositivo di raffreddamento intranasale in pazienti con sindrome da arresto post-cardiaco,
hanno dimostrato che la procedura é fattibile e sicura, e che il dispositivo diminuisce la temperatura
timpanica (presa come misura della temperatura cerebrale) a 34.2 °C entro una media di 34 min, a
differenza del raffreddamento sistemico che di solito richiede un tempo di induzione che vada 1 a
7.4 ore, un’efficacia del dispositivo confermata anche in un recente studio sull’ictus in cui la
temperatura cerebrale e stata abbassata di 1.2 °C in 58 min (Castrén et al., 2010; Per Nordberg et al.,
2013; Hong et al., 2022).
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