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INFIAMMATORIA CENTRALE E PERIFER}

Cannabis sativa ¢ una pianta che suscita un grande interesse per le sue proprieta farmacologiche,
sempre pin oggetto di studi scientifici, ma anche molte polemiche per la recente “liberalizzazione”
della coltivaszione di piante prive di THC, il principio attivo psicoattivo, e la conseguente vendita dei
prodotti ottenuti da esse. Nel lavoro che presentiamo sono evidensgiate le proprieta antinfiammatorie
del fitocomplesso di un estratto di infiorescenge femminili di questo tipo di Cannabis.

* Vittoria Borgonetti

ecentemente I'interesse
verso il sistema endocan-
abinoide e il suo coin-

volgimento nella regolazione di
svariate funzioni fisiologiche & in
netta crescita nel mondo scien-
tifico [1]. Infatti, la modulazio-
ne dei recettori dei cannabinoidi
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(CBr) comporta lattivazione di
numerose pathways intracellula-
ri, coinvolte nell’innesco di stati
fisiopatologici, tra i quali emergo-
no sicuramente infiammazione,
neurodegenerazione e stress 0ssi-
dativo [2].

I CBr sono recettori accoppiati a
proteine Gi/o e si classificano in
due sottoclassi: i CB1, presenti
prevalentemente a livello neu-
ronale [3], e i CB2, abbondante-
mente espressi nelle cellule del
sistema immunitario sia a livel-

lo centrale che periferico. I CB1
sono responsabili del manteni-
mento della normale funzionalita
neuronale e prevengono fenome-
ni di eccitotossicita, mentre i CB2
sono considerati modulatori della
risposta immunitaria e vengono
sovra-espressi in caso di infiam-
mazione [4].

Linteresse verso il fitocomples-
so di Cannabis sativa L. e i suoi
principali componenti & sicura-
mente cresciuto nel campo far-
macologico e delle piante medi-
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Fig.1. Valutazione dell’effetto antinfiammatorio su BV2 (***p<0.001 vs control ; *p<0.05

vs control; #p<0.05 vs LPS)

cinali, specialmente per quanto
riguarda il ruolo biologico dei
componenti non psicoattivi [5,6].
Il cannabidiolo (CBD), principa-
le cannabinoide non psicoattivo
e agonista inverso dei CBr, ¢ si-
curamente tra i costituenti della
cannabis che sta destando mag-
giore interesse da parte della co-
munita scientifica, in particolare
per il suo ruolo nel modulare la
risposta immunitaria sia a livello
periferico che centrale [7,8]. Allo
stesso modo, altri costituenti del
fitocomplesso sembrano in grado
di modulare la risposta immunita-
ria con meccanismi CBr-mediati.
Tra questi, il p-cariofillene (CAR),
principale componente della fra-

zione terpenica e agonista tota-
le dei CBr rappresenta una delle
molecole ancora poco conosciute
per quanto riguarda la sua attivita
biologica nella modulazione del
processo inflammatorio [9].

Questi motivi hanno spinto il
nostro gruppo di ricerca a in-
vestigare il ruolo di un estratto
standardizzato di infiorescenze
di Cannabis sativa L., privo di
THC, nel processo infiammatorio
sia a livello centrale che a livello
periferico, in modo da poter con-
frontare il sinergismo tra i costi-
tuenti dell’intero fitocomplesso e
i suoi costituenti principali, CBD
e CAR, presi singolarmente.

Due linee cellulari sono state uti-
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Fig. 2. Valutazione dell’effetto antinfiammatorio su PBMC

condizioni di stimolo infiamma-
torio.

- Valutazione del cambiamento
morfologico e della variazione
di vitalita cellulare sotto stimolo
infiammatorio.

2. Valutazione dell’attivita
antinfiammatoria
dell’estratto e dei suoi
costituenti principali

in entrambe le linee utilizzate

- Valutazione degli effetti dei trat-
tamenti sulla vitalita cellulare di
BV2 e PBMC in condizioni basa-
li.

- Analisi dell’effetto di EXT, CBD
e CAR sul rilascio di citochine
pro-infiammatorie indotto da
LPS.

- Modulazione dell’espressione
genica dei CBr da parte dell’e-
stratto e dei suoi costituenti
principali, in condizioni basali e
di stimolo infiammatorio.

Materiali e metodi

L'estratto che abbiamo utilizza-
to per la sperimentazione & un
estratto standardizzato di Canna-
bis sativa L. non psicotropa, otte-
nuto dalle infiorescenze essiccate
della pianta attraverso un estrat-
tore automatico a CO, supercriti-
ca. L'estratto ¢ titolato al 21% in
CBD, 7,06% in sesquiterpeni tota-
li (di cui circa il 34% & rappresen-

lizzate per riprodurre il modello 3
infiammatorio a livello centrale
(BV-2) e periferico (PBMC) e su
entrambe sono stati testati I'e-

stratto (EXT), CBD e CAR. Il la- 1,5
voro sperimentale si ¢ diviso in
due parti: %
8, .
1. Ottimizzazione =
di un modello infiammatorio £

acuto centrale e periferico
- Dosaggio della produzione di 0.5
citochine pro-infiammatorie in
seguito a diverse tempistiche di
stimolo con lipopolisaccaride
batterico (LPS) da Gram-, su Ctrl
BV2 e PBMC.
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- Modulazione  dell’espressione

Fig. 3. modulazione dell’espressione genica CB2 su BV2 da parte di EXT, CBD e CAR in condizioni

genica dei CBr (CB1 e CB2) in  basali e infiammatorie. (*p<0.05 vs control ; #p<0.05 vs LPS)
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Fig. 4: modulazione dell’espressione genica GB2 su PBMC da parte di EXT, CBD e CAR in condizioni
basali e infiammatorie. (*p<0.05 vs control ; #p<0.05 vs LPS)

tato da CAR) e 0,1% di flavonoidi.
Il contenuto di THC, principale
componente psicoattivo, & al di
sotto dei limiti di legge (<0,6%).
EXT, CBD e CAR sono stati testati
alla concentrazione di 1 pg/mL.
Per il modello di neuroinfiam-
mazione abbiamo utilizzato una
linea cellulare murina microglia-
le (BV2), mentre per I'infiamma-
zione a livello periferico abbiamo
utilizzato cellule primarie mono-
nucleate isolate ex vivo da san-
gue periferico di volontari sani
(PBMC).

Per lottimizzazione del modello
infiammatorio & stato utilizzato
come stimolo su entrambe le linee
cellulari lipolisaccaride batterico
(LPS da Salmonella enteridis,
Sigma-Aldrich, Milan) alla con-
centrazione di 250 ng/mL e lo sti-
molo ¢ stato protratto per 2, 6 e
24 ore. I test di vitalita cellulare
per escludere I'eventuale citotos-
sicita dell’estratto sono stati ese-
guiti mediante Cell Counting Kit-
8 (CCK-8, Sigma-Aldrich, Milan).
Per valutare il ruolo dell’estratto
nel processo infiammatorio, BV2
e PBMC sono state pretrattate per
4 ore con l'estratto e i suoi princi-
pali costituenti e successivamente
stimolate con LPS 250 ng/mL per
due ore.

La produzione delle principali ci-
tochine proinfiammatorie (TNF-a,
IL-6, IL-1p) & stata valutata attra-
verso ELISA non competitivo a
sandwich (Biolegend e-Bioscience
DX Diagnostic, Monza);

L'espressione genica dei CBr in
condizioni basali e inflammatorie
¢ stata valutata tramite Real-Time
PCR.

Risultati e discussione
Nella linea microgliale, gia dopo
due ore di stimolo infiammatorio,
si & osservato un significativo au-
mento del rilascio di TNF-a e IL-6
e la massima modulazione dell’e-
spressione genica dei CBr, con
una riduzione netta rispetto allo
stato di controllo di entrambe le
isoforme. Inoltre dopo due ore di
stimolo si & osservato un marcato
cambiamento morfologico della
linea microgliale, indice della sua
attivazione [10], che diventa nel
tempo sempre pitt marcata. An-
che su PBMC, gia dopo 2 ore di
stimolo, si osserva un netto rila-
scio citochinico e massima mo-
dulazione dell’espressione genica
dei CBr. A differenza della linea
microgliale, coerentemente con
quanto riportato in letteratura, su
PBMC non si & verificata alcuna
variazione morfologica. Lo stimo-
lo infiammatorio non ha influen-
zato la vitalita cellulare in nessu-
no dei modelli utilizzati.

Alla luce dei risultati ottenuti in
questa prima parte di lavoro, il
modello d’infiammazione che
abbiamo utilizzato per valutare
Pattivitd antinfiammatoria dei
campioni & caratterizzato dallo
stimolo con LPS 250 ng/mL per 2
ore, in quanto € la tempistica alla
quale si osserva massimo rilascio
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citochinico e massima modulazio-
ne dell’espressione genica recetto-
riale.

Una volta esclusa la citotossicita
di EXT, CBD e CAR su entrambe le
linee cellulari, ci siamo focalizzati
sulla loro possibile attivita antin-
fiammatoria. Su BV2, EXT ridu-
ce il rilascio citochinico (TNF-q,
IL-6, IL-1B) indotto da LPS, con
un effetto migliorativo rispetto a
CAR e CBD presi singolarmente
(fig.1). Contrariamente a quanto
osservato sulle BV2, EXT non ha
effetto per quanto riguarda il rila-
scio citochinico su PBMC, analo-
gamente agli altri due composti
(fig.2).

L'espressione genica totale dei
CBr ¢ molto diversa sulle due li-
nee cellulari. Infatti, la quantita
totale di recettori dei cannabinoi-
di presenti su PBMC ¢ maggiore
rispetto a BV2. Coerentemente
con quanto riportato in letteratu-
ra, I'espressione genica dei CB2 &
superiore a quella dei CB1, essen-
do entrambe cellule del sistema
immunitario.

Su BV2, EXT non ¢ in grado di
invertire l'effetto indotto da LPS
sulla espressione genica dei CB2,
cosi come i suoi costituenti prin-
cipali CBD e CAR (fig.3).

Al contrario, su PBMC, EXT, CBD
e CAR inducono una reversione
dell’effetto indotto da LPS sull’e-
spressione genica dei CB2 (fig.4).
Alla luce dei risultati ottenuti, il
comportamento di EXT sulla li-
nea microgliale BV2 risulta com-
pletamente opposto rispetto a
quello che si osserva su PBMC:

- Su BV2, EXT si comporta in ma-
niera speculare a LPS nel modu-
lare I'espressione genica di CB1
e CB2, ma allo stesso tempo &
in grado di inibire il rilascio di
TNF-a, IL-1p e IL-6

- Su PBMC, EXT inibisce I'azio-
ne indotta da LPS sull’espressio-
ne genica di CB1 e CB2, ma non
ha effetto sul rilascio citochinico
indotto dallo stimolo infiamma-
torio. Leffetto di modulazione
dell’espressione genica dei CBr
osservato su PBMC potrebbe es-
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sere riconducibile a una non com-
pleta saturazione recettoriale, in
virtit della maggiore presenza di
recettori CBr in queste cellule.
D’altra parte, molto piu interes-
sante risulta essere 'effetto antin-
fiammatorio a valle sul rilascio ci-
tochinico nelle BV-2, che sembra
non essere dipendente dall’espres-
sione genica dei CB2. Questo fa
pensare che altre pathways intra-
celluari possano essere coinvolte,
come per esempio la traslocazio-
ne nucleare di NF-xB e la modula-
zione delle MAPK.

Conclusioni

Linteresse scientifico per i CBr
nasce dalla scoperta del poten-
ziale terapeutico di THC e CBD,
cannabinoidi estratti dalle infio-
rescenze femminili di Cannabis
sativa L., nel trattamento di nu-
merosi stati patologici [11]. No-
nostante la sua attivita psicotro-
pa, il THC, in associazione con il
CBD ¢ usato nel trattamento della
spasticita e del dolore neuropati-
co in soggetti malati di sclerosi
multipla[12].

Sebbene ulteriori studi siano ne-
cessari per confermare i dati ot-
tenuti da questo lavoro, possiamo
affermare che lattivita antin-
fiammatoria di Cannabis sativa

sembra coinvolgere pathways
intracellulari classiche del pro-
cesso infiammatorio, piuttosto

che la modulazione della risposta
dei CBr, e che il fitocomplesso ri-
sulta essere sempre migliorativo
rispetto ai costituenti presi singo-
larmente, avvalorando l'ipotesi di
un potente sinergismo tra le varie
frazioni che lo compongono.
Sicuramente, 'unione tra latti-
vita antinfiammatoria e lattivita
antiossidante di Cannabis sativa
puo rappresentare un interessan-
te approccio terapeutico per il
controllo degli stati neurodegene-
rativi, connessi alla neuroinfiam-
mazione.

* UNIVERSITA DEGLI STUDI DI SIENA,
Dipartimento di Scienze Fisiche,
della Terra e dell’Ambiente
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