
Il possibile ruolo della 
Cannabis sativa L. non 

psicotropa nella 
neuropatia periferica

In questo lavoro viene illustrato il ruolo farmacologico di 
un estratto standardizzato di Cannabis sativa L. non psi-
cotropa (in assenza di Δ9-THC) nel trattamento della sin-
tomatologia associata al dolore neuropatico, riducendo 
la neuroinfiammazione in un modello di neuropatia SNI.
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I risultati della ricerca presentata dimostrano che è possibile ipotizzare che estratti 
standardizzati di Cannabis sativa L., privi della componente psicotropa, siano buoni 

candidati per la terapia del dolore neuropatico.
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Eziologia, epidemiologia 
e rimedi nel dolore 
neuropatico
Il dolore neuropatico è un dolore 
causato da una lesione del siste-
ma nervoso somatosensoriale 
(Meacham et al., 2017) che col-
pisce il 7-8% della popolazione 
mondiale, tra cui principalmente 
gli anziani, i diabetici, le persone 
infette da HIV, i soggetti sotto-
posti ad intervento chirurgico, i 
malati di cancro e i soggetti col-
piti da herpes zoster (Bennett et 
al., 2012; Johansen et al., 2012; 
Mills et al., 2019). Ad oggi non 
sono presenti trattamenti curati-
vi, ma solamente alcuni farmaci 
che combattono la sintomatolo-
gia, tra i quali troviamo antide-
pressivi, antiepilettici, anestetici 
e oppioidi, talvolta accompa-
gnati da terapie psicologiche. La 
maggior parte dei pazienti con 
neuropatie non raggiunge un 
completo sollievo dal dolore, ma 
può aspettarsi solo una tempo-
ranea riduzione della sintoma-
tologia che lo renda tollerabile: 
infatti, una riduzione del dolore 
del 30% nella scala NRS (Nume-
rical Rating Scale) sarebbe già 
considerato un risultato clinica-
mente importante (Zilliox, 2017). 
Dal momento che i trattamenti 
ad oggi disponibili sono efficaci 
in meno del 50% dei pazienti e 
sono caratterizzati da numerosi 
effetti collaterali che ne limitano 
l’utilizzo prolungato (Hansson 
et al., 2010), sempre più perso-
ne supportano l’utilizzo della 
terapia con piante medicinali: 
la fitoterapia presenta infatti un 
ruolo rilevante nel contrastare 
il dolore neuropatico (Singh et 
al., 2017). Tra le piante medici-
nali maggiormente studiate tro-
viamo: la Curcuma longa, che 
modula le citochine pro-infiam-
matorie (Zhao et al., 2012), la 
Salvia officinalis (Forouzanfar & 
Hosseinzadeh, 2018), che intera-
gisce con il sistema oppioide e i 
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recettori TRPA1, la Lavanda (Ca-
vanagh & Wilkinson, 2002), che 
riduce la percezione algica e la 
necessità di analgesici conven-
zionali, e lo zenzero, che inibisce 
la produzione di prostaglandine 
attraverso il blocco delle COX 
e presenta un’attività antiossi-
dante (Borgonetti et al., 2020). 
A queste si aggiunge la Canna-
bis sativa L., anch’essa utilizzata 
nella terapia del dolore cronico, 
che, attraverso l’interazione con 
il sistema endocannabinoide 
(Rahn & Hohmann, 2009), inibi-
sce il rilascio di NMDA e glutam-
mato, andando così a modulare 
le vie nervose del dolore. I can-
nabinoidi principalmente inve-
stigati sono il Δ9-THC, che costi-
tuisce la componente psicotro-
pa della pianta e modula la fun-
zione immunitaria, e il CBD, che 
presenta proprietà analgesiche 
ed antiinfiammatorie (Bonini et 
al., 2018). Nonostante siano pre-
senti numerosi studi che riporta-
no l’effetto di questi due costi-
tuenti nel dolore neuropatico, 
ancora oggi è difficile trovare un 
estratto privo della componente 
psicotropa che sia efficace alla 
pari dei farmaci nei quali si trova 
un elevato contenuto di Δ9-THC, 
come il sativex (MacCallum & 
Russo, 2018). Gli effetti collate-
rali dovuti alla presenza del Δ9-
THC limitano l’utilizzo della can-
nabis prolungato nel tempo e, 
per questo motivo, nel presente 
articolo valuteremo il possibile 
effetto analgesico di un estrat-
to standardizzato di Cannabis 
sativa L. non psicotropa in un 
modello animale di neuropatia 
periferica e ne investigheremo il 
meccanismo d’azione.

Cannabis Sativa L.
Gli estratti utilizzati per lo studio 
condotto sono di Cannabis sati-
va L., una pianta fiorita annuale 
della famiglia delle Cannabina-
cee, la cui origine è asiatica, pro-
babilmente da una zona ai piedi 
dell’Himalaya (Monthony et al., 
2021). La droga è presente nelle 
infiorescenze femminili: durante 

lo sviluppo del fiore femminile, 
prima dell’allungamento dello 
stigma, si sviluppano dei tricomi 
ghiandolari sulla brattea che cir-
conda l’ovario (Farag & Kayser, 
2017b). Questi tricomi ghiando-
lari producono cannabinoidi ed 
altre sostanze in quantità con-
siderevole: sono stati individua-
ti all’interno del fitocomplesso 
“cannabis” più di 540 composti 
fitochimici, 18 differenti classi 
chimiche e più di 100 fitocan-
nabinoidi diversi (Andre et al., 
2016). I principali componenti 
presenti all’interno della C. sati-
va L. sono i cannabinoidi, come il 
Δ9-THC e il CBD, i terpeni, come 
il β-cariofillene e il limonene, e 
i flavonoidi, come la querceti-
na e l’apigenina. L’attività tera-
peutica della Cannabis sativa L. 
deriva dall’interazione delle so-
stanze della pianta con il siste-
ma endocannabinoide, il quale 
è coinvolto nella modulazione di 
numerosi pathways intracellula-
ri ed in vari stati fisiopatologici. 
I CBR sono una classe di recet-
tori appartenenti a questo siste-
ma e sono accoppiati a proteine 
Gi/o e divisibili in CB1, localizzati 
principalmente a livello del SNC, 
e CB2, maggiormente espressi 
a livello del sistema immunita-
rio sia centrale che periferico e 
controllano la normale trasmis-
sione sinaptica di tipo eccitato-
rio (Glutammato) ed inibitorio 
(GABA), prevenendo l’eccitotos-
sicità. Essi sono inoltre coinvolti 
nei processi di tipo infiamma-
torio e controllano il rilascio di 
fattori neurotrofici (Lu & Mackie, 
2020).

Estratti utilizzati
Per investigare il possibile effet-
to anti-iperalgesico della Can-
nabis sativa L. non psicotropa, 
sono state utilizzate tre diverse 
tipologie di estratti di cannabis, 
fornite e chimicamente carat-
terizzate dal laboratorio della 
Prof.ssa Pellati dell’Università di 
Modena e Reggio Emilia. I tre 
estratti utilizzati sono:
- UNIMORE 1 (UNI1): estratto 

standardizzato di Cannabis sa-
tiva L. (var. Kompolti) in olio di 
oliva (Ph. Eur) privo della com-
ponente terpenica, titolato in 
CBD allo 0.4%. 
- UNIMORE 2 (UNI2): estratto 
standardizzato di Cannabis sati-
va L. (var. Kompolti) in olio d’o-
liva (Ph. Eur.) arricchito in ter-
peni, titolato in CBD allo 0.4%. 
UNIMORE 2 costituisce l’estratto 
completo.
- Olio essenziale canapa (var. 
Kompolti) (CEO): olio essenzia-
le ottenuto dalla distillazione in 
corrente di vapore di Cannabis 
sativa L. (var. Kompolti) costitui-
to quindi quasi unicamente dalla 
componente terpenica.
Per verificare il coinvolgimento 
dei recettori dei cannabinoidi, 
nell’attività finale dell’estrat-
to sono state utilizzate AM630 
come agonista inverso del recet-
tore CB2 cannabinoide e AM251 
come agonista inverso del re-
cettore CB1 cannabinoide. Gli 
estratti e l’olio sono stati sommi-
nistrati su topi tramite gavaggio, 
utilizzando come veicolo la car-
bossimetilcellulosa 1% in PBS1X 
e testati a diverse tempistiche 
dopo la somministrazione orale 
durante i behavior test delle tap-
pe sperimentali in vivo. 

Procedura sperimentale ef-
fettuata per i test in vivo
Inizialmente sono state valuta-
te le proprietà farmacologiche 
di UNIMORE 2 nel dolore acuto 
mediante l’Hot Plate Test, cal-
colando il tempo di risposta del 
topo ad uno stimolo termico di 
52,5°C; (Immagine 1) dai risultati 
emerge la massima attività anal-
gesica alla dose di 25 mg/kg 
60 minuti dopo la somministra-
zione orale. Confrontando gli 
estratti a questa dose, l’effetto 
dell’estratto UNIMORE 2 risulta 
migliore rispetto a UNIMORE 1. 
Probabilmente l’inefficacia mo-
strata da UNIMORE 1, costituito 
unicamente dalla componente 
cannabinoide, alla dose testata 
deriva dal fatto che, in assen-
za di terpeni, non è presente 
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l’effetto sinergico che aumenta 
l’efficacia finale dell’estratto, os-
servabile invece in UNIMORE 2. 
È stato poi valutato UNIMORE 
2 in un modello di dolore neu-
ropatico “spared nerve injury” 
(SNI), il quale produce in modo 
affidabile sia allodinia che ipe-
ralgesia in risposta a stimolazio-
ne meccanica o termica a livello 
della zampa posteriore lesa (In, 
2014; Jaggi et al., 2011). Il mo-
dello di neuropatia utilizzato è 
stato ottenuto attraverso un’in-
cisione sulla superficie laterale 
della coscia e un successivo se-
zionamento del muscolo bicipi-
te femorale, esponendo il nervo 
sciatico in corrispondenza delle 
tre diramazioni in cui si divide 
(nervo surale, peroneale comu-
ne e tibiale). Successivamente 
si procede con la separazione e 
l’isolamento della branca surale 
per effettuare una doppia lega-
tura sulla peroneale comune e 
sulla tibiale, preservando il ner-
vo surale (Bourquin et al., 2006). 
Dopo 7 giorni dall’intervento è 
stata misurata l’allodinia mec-
canica usando il Von Frey test: il 
dolore neuropatico dopo lesione 
del nervo periferico è infatti ca-
ratterizzato da una perdita del-
la funzione sensoriale afferente, 
nonché da iperalgesia e allodi-

nia. Il Von Frey test permette di 
testare la soglia meccanica de-
gli animali mediante uno stimo-
lo sulla superficie plantare delle 

zampe posteriori provocato da 
più monofilamenti metallici con 
grado di forza sempre mag-
giore. Dai test (Von Frey e Hot 
Plate) è emerso che UNIMORE 
2 presenta una maggior attivi-
tà anti-iperalgesica rispetto ad 
UNIMORE 1, riducendo in ma-
niera più marcata e prolungata 
l’ipersensibilità meccanica e ter-
mica che si sviluppa nella zam-
pa operata (IPSI) (Immagine 2). 
Osservando quindi la maggiore 
efficacia dell’estratto arricchito 
in terpeni rispetto a quello in cui 
sono assenti, abbiamo deciso di 
testare la componente volatile 
dell’estratto (CEO) che differen-
zia UNIMORE 2 da UNIMORE 1. 
Dai risultati è emerso che anche 
questa componente ha una si-
gnificativa attività anti-iperal-
gesica, di intensità paragonabile 
a UNIMORE 1. Mettendo a con-
fronto l’estratto completo ed i 
suoi principali costituenti, abbia-

Fig 1. - 1a) Il grafico mostra la curva dose-risposta dell’estratto UNIMORE 2. Le linee 
nere rappresentano l’errore standard della media (S.E.M).1b) Il grafico mostra il con-
fronto dell’effetto analgesico dell’estratto di Cannabis sativa L. nel tempo sommini-
strato negli animali alla dose di 25 mg/kg, rispetto agli animali non trattati (VEH). 1c) 
Il grafico mostra il confronto dell’attività analgesica di UNIMORE 1 e UNIMORE 2. Le 
linee verticali rappresentano l’errore standard della media (S.E.M), la cui significatività 
statistica è stata valutata attraverso un’analisi di varianza (ANOVA), seguito dal Sidak’s 
comparisons Test, ***p<0.01 vs VEH °°p<0.01 vs UNIMORE1.
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mo osservato che l’effetto finale 
di UNIMORE 2 è nettamente su-
periore rispetto a UNIMORE 1 e 
a CEO: questi dati indicano che 
entrambe le componenti dell’e-
stratto, cannabinoidi e terpe-
ni, partecipano sinergicamente 
all’azione analgesica dell’estrat-
to completo (Immagine 3). 

Coinvolgimento dei recetto-
ri cannabinoidi nel meccani-
smo d’azione dei 3 estratti
Per capire se il meccanismo 
analgesico di UNIMORE 2 fos-
se mediato dai recettori CBr e 
se ci fosse un diverso ruolo dei 
sottotipi CB1 e CB2, abbiamo 
deciso di somministrare agli 
animali AM251 (agonista inver-
so CB1) e AM630 (agonista in-
verso CB2); (Immagine 4) dai 
risultati ottenuti con Von Frey e 
Hot Plate test è emerso che l’ef-
fetto anti-iperalgesico prodotto 
da UNIMORE 2 è direttamen-
te correlato all’attivazione dei 
CB2, in quanto AM630 previene 
completamente l’attività dell’e-
stratto. 
Similmente, anche CEO mostra 
un effetto dipendente dall’atti-
vazione CB2, mentre UNIMORE 
1 sembra possedere un’attività 
analgesica non legata all’attiva-
zione di questi recettori. Infatti, 

sia l’antagonista CB1 che l’anta-
gonista CB2 non producono al-
cuna variazione dell’effetto anti-
nocicettivo. L’attività anti-iperal-
gesica della Cannabis sativa L. è 
stata ampiamente dimostrata sia 
nei modelli animali che in clinica 
(Huestis et al., 2019); tuttavia, in 
questo lavoro abbiamo messo in 
risalto il ruolo della componen-
te terpenica, che sembra esse-
re importante nell’attività finale 
osservata e soprattutto il siner-
gismo tra quest’ultima ed il CBD 
facendo prevalere il concetto di 
fitocomplesso e non più di sin-
gola sostanza. 

Valutazione degli effetti 
collaterali di UNIMORE 2
Una volta appurata l’azione anal-
gesica degli estratti nel dolore 
neuropatico, abbiamo valutato i 
possibili effetti collaterali dell’e-
stratto di cannabis non psicotro-
po sul comportamento locomo-
torio e sulle capacità esplorative 
dei topi; infatti, i farmaci a base 
di cannabis ad oggi utilizzati 
nella terapia del dolore neuropa-
tico presentano Δ9-THC, che in-
duce vari effetti collaterali quali 
compromissione dell’attenzione, 
dell’attività locomotoria, della 
concentrazione e della memoria 
a breve termine, deficit cogniti-
vo e sonnolenza (Reece, 2009, 
Kobayashi 1999). Per questo 
motivo, è necessario dimostra-
re che l’utilizzo di un estratto di 
Cannabis sativa L. non psicotro-
po non induce effetti collaterali; 
attraverso il “rotarod” test ab-
biamo valutato la coordinazio-
ne e la funzionalità motoria nei 
topi: queste condizioni possono 
essere individuate in base alla 
capacità degli animali di rimane-
re in equilibrio su un’asta rotan-
te, su cui, in condizioni normali, 

Fig 4.   grafici mostrano un confronto tra l’effetto analgesico di UNIMORE 2 (imma-
gine 4a), UNIMORE 1 (immagine 4b) e CEO (immagine 4c) alla loro dose attiva in 
presenza degli antagonisti CB1 e CB2 e non, in un modello di dolore cronico SNI. La 
linea tratteggiata grigia rappresenta l’iperalgesia degli animali di controllo e le linee 
verticali rappresentano l’errore standard della media (S.E.M), la cui significatività 
statistica è stata valutata attraverso un’analisi di varianza (ANOVA), seguito dal Tukey 
post hoc test, ***p<0.001, **p<0.01  vs UNIMORE2,1 and CEO, °°°p<0.001 °p<0.05 vs 
UNIMORE2/CEO +AM630
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Fig 2.
Confronto 

dell’attività 
analgesica di 

UNIMORE 1 e 2 
rispetto a VEH 

(animali non 
trattati e operati) 

e naïve (animali 
non trattati e 
non operati) 

attraverso il test 
della piastra 

calda. Le linee 
verticali rappre-
sentano l’errore 

standard della 
media (S.E.M), 
la cui significa-
tività statistica 

è stata valutata 
attraverso un’a-

nalisi di varianza 
(ANOVA), se-

guito dal Tukey 
post hoc test, 
**p<0.001 vs 

naive; °°°p<0.001 
°°p<0.01 vs VEH.

Fig 3. - 3a) Time course dell’azione analgesica di CEO, un olio essenziale ottenuto a 
partire da UNIMORE 2. Le linee verticali rappresentano l’errore standard della media 
(S.E.M), la cui significatività statistica è stata valutata attraverso un’analisi di varian-
za (ANOVA), seguito dal Tukey post hoc test, ***p<0.001 vs pretest. 3b) Confronto 

dell’effetto analgesico di UNIMORE 1 E 2, CEO e VEH in modello SNI. Le linee verticali 
rappresentano l’errore standard della media (S.E.M), la cui significatività statistica è 

stata valutata attraverso un’analisi di varianza (ANOVA), ***p<0.001 vs contra, **p<0.01 
vs contra; °°°p<0.001; °P<0.05 vs VEH.
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sarebbero capaci di muoversi 
(Immagine 5). Attraverso l’”Ho-
le-Board” test abbiamo valuta-
to la locomozione spontanea e 
il comportamento esplorativo 
degli animali nei confronti di un 
nuovo ambiente costituito da 
una piattaforma sopraelevata 
con 16 fori distribuiti uniforme-
mente. Tutti gli estratti alla loro 
dose massima non inducono al-
cuna compromissione della co-
ordinazione, della funzionalità 
motoria e cognitiva, e sembrano 
inoltre ridurre i livelli di ansia, au-
mentando la curiosità esplorati-
va e la locomozione spontanea 
(Immagine 6). Gli animali posti 
all’interno della tavola a buchi, 
infatti, in genere trascorrono più 
tempo lungo i bordi delimitati 
della tavola e riducono la moti-
lità e la curiosità a causa dello 
stress derivato dall’inserimento 
in un ambiente nuovo; i topi a cui 
è stato somministrato UNIMORE 
2, al contrario, tendevano a sta-
re al centro della piattaforma e a 
spostarsi continuamente, facen-
do ipotizzare un possibile effet-
to ansiolitico dell’estratto. 

Procedura sperimentale ef-
fettuata per i test in vitro
Da questa prima parte è emer-
so che UNIMORE 2 risulta es-
sere un promettente candidato 
per il trattamento del dolore 
neuropatico. Per poter indaga-
re più dettagliatamente il suo 
meccanismo d’azione, abbiamo 
condotto studi in vitro su midolli 
spinali di animali neuropatici di 
controllo, trattati con UNIMORE 
2 e UNIMORE 2 + AM630 (agoni-
sta inverso CB2). In primo luogo, 
abbiamo analizzato attraverso 
la metodica di western blotting 
le proteine coinvolte nell’infiam-

mazione, in modo da confron-
tarne l’espressione tra animali 
trattati con gli estratti, i controlli 
che sono stati operati con SNI e 
i wild type (gli animali che non 
hanno subito alcun trattamento 
ed operazione). Il Western Blot 
è una tecnica molto utilizzata in 
vari campi di ricerca che con-
sente di identificare, mediante 
l’utilizzo di anticorpi specifici, 
e caratterizzare l’espressione 
di una proteina bersaglio all’in-
terno di una miscela complessa 
di proteine, precedentemente 
separate tramite elettrofore-
si su gel (metodo di Towbin et 
al., 1979).  Sul midollo spinale 

abbiamo valutato l’espressione 
dei principali meccanismi cel-
lulari coinvolti nel dolore neu-
ropatico, come l’espressione 
delle protein-chinasi attivate 
da mitogeni (MAPK), i media-
tori della neuroinfiammazione 
e dello stress ossidativo (Oba-
ta & Noguchi, 2004). Le MAPK 
sono costituite principalmente 
da tre membri: chinasi extra-
cellulare segnale-regolate ERK 
(inclusi ERK1 / 2), p38 (inclusi 
p38α, p38β, p38γ e p38δ) e c-Jun 
chinasi N-terminale JNK (inclusi 
JNK1, JNK2 e JNK3) (Immagine 
7). Per prima cosa abbiamo os-
servato una possibile variazione 

Fig 5. - Valutazione della coordinazione e della funzionalità motoria di animali trattati con UNIMORE 2. 
Il grafico rappresenta una valutazione delle capacità motorie e della coordinazione di animali trattati con 
quest’estratto di Cannabis sativa L. Le linee verticali rappresentano l’errore standard della media (S.E.M). Fig 6. - Com-

portamento 
locomotorio 
ed esplorativo 
nei topi trattati 
con UNIMORE 
2. Il grafico 
rappresenta la 
locomozione 
spontanea e il 
comportamento 
esplorativo degli 
animali trattati 
con UNIMORE 2 
rispetto a quelli 
di controllo 
(VEH) tramite 
il conteggio 
del numero dei 
buchi esplorati 
dall’animale 
(immagine 6a), 
dei movimenti 
(immagine 6b) e 
del tempo speso 
al centro della 
tavola (immagi-
ne 6c). Le linee 
verticali rappre-
sentano l’errore 
standard della 
media (S.E.M), la 
cui significatività 
statistica è stata 
valutata attra-
verso Student’s 
T Test *p<0.05 
vs VEH



dell’espressione di ERK attra-
verso l’azione di UNIMORE 2: i 
nostri risultati indicano un coin-
volgimento prominente della via 
di ERK nell’azione di UNIMORE 
2, come dimostrato dalla drasti-
ca riduzione dell’espressione di 
p-ERK nel midollo spinale degli 
animali trattati con cannabis, ri-
spetto agli animali di controllo. 
Per quanto riguarda JNK, del-
le tre isoforme presenti JNK3 
è prevalentemente espresso a 
livello neuronale, mentre JNK1 
e JNK2 sono espressi in cellule 
non neuronali (Ji et al., 2007). È 
stato dimostrato in altri elabo-
rati che, dopo lesione del nervo, 
JNK1 si localizza preferenzial-
mente negli astrociti spinali e la 
sua inibizione porta alla riduzio-
ne dell’allodinia meccanica (Bor-
gonetti et al., 2020). Dai risultati 
ottenuti l’espressione proteica di 
JNK1 è fortemente ridotta dalla 
somministrazione dell’estratto 
di cannabis. Infine, abbiamo os-
servato l’espressione di p-p38 a 
seguito di somministrazione di 
UNIMORE 2: delle quattro diver-
se isoforme di p38, p38α e p38β 
sono le più importanti e risul-
tano particolarmente coinvolte 
nell’autoimmunità, nelle risposte 
infiammatorie e nella gestione 
del dolore (X. Lin et al., 2014, 
Cheng et al., 2014). Dai risultati 
ottenuti l’espressione proteica di 
p-p38 è fortemente ridotta da 
UNIMORE 2. Abbiamo valutato 
poi l’espressione proteica delle 
MAPK in presenza dell’agonista 
inverso CB2 AM630: l’effetto 
di UNIMORE 2 sull’espressione 
proteica di p-ERK e p-p38 è an-
tagonizzato da AM630, effetto 
che invece non si verifica per 
pJNK 1, espresso principalmente 

a livello astrocitario. Questo ha 
fatto ipotizzare un meccanismo 
di tipo microgliale dell’estratto. 
In letteratura è stato osservato 
che, a seguito di lesione nervo-
sa del corno dorsale del midollo 
spinale, l’attivazione delle MAPK 
non si verifica unicamente a livel-
lo neuronale, ma anche nelle cel-
lule gliali, dimostrando un ruolo 
importante della microglia nello 
sviluppo e mantenimento del 
dolore (Borgonetti et al., 2020). 
I recettori CB2 sono presenti nel-
la microglia, una popolazione di 
cellule macrofagiche funzional-
mente e anatomicamente simili 
ai mastociti; inoltre, la microglia 
secerne fattori pro-infiammatori 
e induce il rilascio di mediatori 
quali ossido nitrico, neurotrofi-
ne e radicali liberi, associati alla 
formazione di nuove sinapsi e 
alla plasticità neuronale. È stato 
osservato nel dolore un aumen-
to dell’espressione CB2 a livello 
della microglia e la loro stimo-
lazione ne attenua l’attivazione; 
ne consegue un’interessante via 
terapeutica per il trattamento 
del dolore neuropatico, poiché 
è attenuato il rilascio di citochi-
ne che notoriamente sviluppano 
sensibilizzazione a livello spi-
nale. Diversi studi hanno dimo-
strato che gli agonisti CB2 dimi-
nuiscono la sensibilità al dolore 
(Komorowska-Müller & Schmöle, 
2021), riducendo anche la micro-
gliosi e l’astrocitosi; per questo 
motivo, la sovraespressione dei 
recettori CB2 riduce l’attivazio-
ne gliale dopo una lesione del 
nervo sciatico, mentre una loro 
riduzione di espressione causa 
un dolore maggiore associato 
ad un aumento della prolifera-
zione della microglia e di nuove 

attivazioni gliali. L’inefficacia di 
UNIMORE 2, in presenza dell’an-
tagonista AM630, sull’espressio-
ne proteica di pJNK1, presente 
principalmente a livello astro-
citario, fa ipotizzare un mecca-
nismo d’azione dell’estratto di 
tipo microgliale: non è presente 
infatti un’interazione tra l’estrat-
to e i recettori CB2 che induca la 
riduzione di pJNK, che dipende 
da un altro meccanismo d’azio-
ne ancora da investigare. 

Analisi per la valutazione 
del possibile meccanismo 
d’azione dell’estratto
A questo punto della ricerca, ab-
biamo focalizzato l’indagine sul 
ruolo della microglia nel mec-
canismo d’azione di UNIMORE 
2, valutando se effettivamente 
dei marker enzimatici specifici 
per la microglia attivata fosse-
ro modulati nel nostro model-
lo di neuropatia a seguito della 
somministrazione dell’estrat-
to UNIMORE 2: i marker pre-
si in considerazione sono stati 
HDAC-1, iNOS e p65 (Immagine 
8). Come già precedentemen-
te evidenziato, una caratteristi-
ca della neuroinfiammazione è 
l’attivazione di cellule gliali nel 
SNC, con conseguente rilascio 
di mediatori proinfiammatori, e 
una lesione nervosa induce un’e-
levata attivazione microgliale a 
livello spinale (Borgonetti & Ga-
leotti, 2021). Un marker specifico 
microgliale è HDAC-1, un enzima 
epigenetico che modifica lo sta-
to di acetilazione degli istoni, fa-
vorendo o sfavorendo l’accesso 
al DNA dei fattori di trascrizione 
(Denk et al., 2013). Quest’enzi-
ma può regolare la risposta in-
fiammatoria delle cellule gliali, 
infatti, l’inibizione di HDAC-1 
promuove un’attività anti-neu-
roinfiammatoria attraverso la 
riduzione dell’attivazione micro-
gliale. HDAC-1 è espresso preva-
lentemente a livello microgliale 
nel midollo spinale di animali 
neuropatici e la somministrazio-
ne di inibitori selettivi comporta 
una riduzione dell’iperalgesia 
e allodinia indotta dal modello 
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Fig 7.
Effetto di 

UNIMORE2 
sull’espressio-

ne di p-ERK 
(immagine 
7a), p-p38 
(Immagine 

7b) e pJNK1 
(immagine 7c) 
in midollo spi-
nale misurata 

attraverso 
Western Blot. 
La linea rossa 

tratteggiata 
rappresenta 
gli animali di 
controllo. Le 

linee verticali 
rappresen-

tano l’errore 
standard 

della media 
(S.E.M) la cui 
significatività 

statistica è 
stata valutata 

attraverso 
un’analisi 

di varianza 
(ANOVA), 

seguito dal 
Tukey post 

hoc test,  
**p<0.01 

*p<0.05  vs 
controllo;  
°°p<0.01 

°p<0.05 vs
§§§p<0.001 

vs UNIMORE 
2. Nell’im-

magine sono 
riportate delle 
bande rappre-
sentative delle 

proteine di 
riferimento.
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(Borgonetti & Galeotti, 2021). 
Dai risultati ottenuti emerge che 
UNIMORE 2 riduce fortemente 
l’espressione di HDAC-1 rispetto 
al controllo (Veh) e questo ef-
fetto è inibito da AM630 (ago-
nista inverso CB2). In lettera-
tura viene riportata una stretta 
correlazione tra HDAC-1 e l’at-
tivazione del fattore di trascri-
zione NF-κB p65 e che questa 
comporti un aumento dell’at-
tivazione microgliale (Denk et 
al., 2013). Per questo motivo, 
nella nostra ricerca abbiamo in-

Fig 8. - Espressione di HDAC-1 (immagine 8a), p-p65 (immagine 8b) e NOS2 (immagine 8c) misurata attraverso Western Blot in 
animali di controllo con neuropatia (VEH), animali con neuropatia trattati con UNIMORE 2 a 25 mg/kg e animali con neuropatia trattati 
con UNIMORE 2 ed AM630 (UNI 2+AM630). La linea rossa tratteggiata rappresenta gli animali di controllo che non presentano un mo-
dello SNI. Le linee verticali rappresentano l’errore standard della media (S.E.M) la cui significatività statistica è stata valutata attraverso 
un’analisi di varianza (ANOVA), seguito dal Tukey post hoc test,  **p<0.01 *p<0.05  vs controllo;  °°p<0.01 °p<0.05 vs VEH;§§p<0.01 
§p<0.05 vs UNIMORE 2. Nell’immagine sono riportate delle bande rappresentative delle proteine di riferimento.  

dagato anche l’effetto di UNI-
MORE 2 sull’espressione di p65 
nel midollo spinale degli animali 
operati con SNI e dai risultati è 
emerso che l’espressione di p65 
è fortemente ridotta dall’estrat-
to e che quest’effetto viene an-
tagonizzato da AM630. Infine, 
poiché in letteratura è riportato 
che l’attivazione della microglia 
promuove l’infiammazione an-
che attraverso la sovraespres-
sione di NOS2 (David & Kroner, 
2011), abbiamo valutato l’effetto 
di UNIMORE2 sull’espressione di 

NOS2; questo enzima catalizza 
la sintesi dell’ossido nitrico attra-
verso la conversione dell’enzima 
L-Arginina in L-citrullina. UNI-
MORE 2 riporta i valori di que-
sto enzima ad un livello simile a 
quello degli animali senza neu-
ropatia (topi naïve) ed anche in 
questo caso AM630 blocca l’ef-
fetto. Per questo motivo è possi-
bile evidenziare un meccanismo 
principalmente microgliale di 
UNIMORE 2, e questo può esse-
re confermato dalla letteratura: 
infatti, in uno studio è possibile 
vedere che in un soggetto sano 
i recettori CB1 e CB2 non sono 
espressi nelle cellule microgliali, 
mentre nel dolore neuropatico 
l’espressione dei recettori CB2 
aumenta drasticamente. I canna-
binoidi regolano l’attività micro-
gliale: infatti, un’interazione con 
i recettori CB2 riduce la prolife-
razione delle cellule microgliali e 
la loro migrazione, riducendo il 
rilascio di fattori pro-infiamma-
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tori tra cui citochine e radicali 
liberi (Stella, 2010). Successiva-
mente abbiamo analizzato l’e-
spressione dei recettori CB2 per 
individuare il possibile ruolo pa-
tofisiologico di questi recettori 
in modelli di dolore neuropatico; 
in primo luogo, è stata valutata 
attraverso un’analisi di western 
blotting l’espressione dei recet-
tori CB2 presenti nella parte di 
midollo spinale che fa riferimen-
to alla zampa lesionata IPSI ri-
spetto alla parte sana CONTRA: 
i risultati ottenuti dimostrano 
una maggior espressione dei re-
cettori CB2 sul lato IPSI. Questi 
risultati sono stati confermati da 
un’analisi di immunofluorescen-
za, sia dalle immagini sviluppa-
te al microscopio che dalla loro 
quantificazione in termini di in-
tensità di fluorescenza (Immagi-
ne 9). L’immunofluorescenza è 
un metodo altamente specifico 
utilizzato per individuare deter-
minati antigeni presenti su un 
tessuto; su una sezione di tessu-
to viene posto un anticorpo spe-
cifico per l’antigene da analizza-
re, ottenendo così una reazione 
immunitaria antigene-anticorpo. 
Questa tecnica permette, quindi, 
di visualizzare la distribuzione 
della molecola bersaglio degli 
anticorpi all’interno di un de-
terminato tessuto. Come detto 
in precedenza, dalla letteratu-
ra si evince un aumento dell’e-
spressione di CB2 a livello della 
microglia e che la loro stimola-

zione ne attenua l’attivazione, di 
conseguenza è ridotto il rilascio 
di citochine che notoriamente 
sviluppano sensibilizzazione a 
livello spinale. Diversi studi han-
no dimostrato che gli agonisti 
CB2 diminuiscono la sensibilità 
al dolore, riducendo anche la mi-
crogliosi e l’astrocitosi; pertanto, 
la sovraespressione dei recetto-
ri CB2 riduce l’attivazione gliale 
dopo una lesione del nervo scia-
tico, mentre una loro riduzione 
di espressione causa un mag-
giore dolore associato ad un au-
mento della proliferazione della 
microglia e di nuove attivazio-
ni gliali (Komorowska-Müller & 
Schmöle, 2021). Per confermare 
il possibile meccanismo d’azione 
microgliale CB2-mediato di UNI-
MORE 2, nei successivi test di 
immunofluorescenza abbiamo 
deciso di utilizzare un marker 
specifico microgliale (Cd11) ed 
uno neuronale (Neun). 
Cd11 partecipa nei processi di 
adesione cellulare in condizioni 
di infiammazione ed è presen-
te sulle membrane dei leucociti; 
questa β-integrina rappresen-
ta il principale marcatore della 
microglia durante i processi in-
fiammatori (Roy et al., 2006). 
Neun è una proteina nucleare 
neurone-specifica che è comu-
nemente utilizzata come bio-
marcatore dei neuroni per test 
di immunofluorescenza (Kim et 
al., 2009). Dai risultati ottenuti è 
stato possibile vedere che i re-

cettori CB2 co-localizzano con 
il marker specifico microgliale 
Cd11 e decisamente meno con il 
marker neuronale Neun, confer-
mando così il meccanismo d’a-
zione microgliale CB2-mediato 
dell’estratto.

Conclusioni
In conclusione, in questo lavoro 
abbiamo definito il ruolo farma-
cologico di un estratto standar-
dizzato di Cannabis sativa L. non 
psicotropa (in assenza di Δ9-
THC) nel trattamento della sin-
tomatologia associata al dolore 
neuropatico, riducendo la neu-
roinfiammazione in un modello 
di neuropatia SNI. Inoltre, è pos-
sibile affermare che la compo-
nente terpenica e il CBD siner-
gizzano aumentando l’effetto 
finale dell’estratto, e che il mec-
canismo d’azione di riduzione 
della neuroinfiammazione pro-
babilmente dipende dalla modu-
lazione dei recettori CB2, nello 
specifico dalla riduzione dell’at-
tività microgliale. Attualmente, 
nel laboratorio della Prof.ssa 
Galeotti e Dott.ssa Borgonet-
ti, sono in corso degli studi per 
poter concludere l’analisi sull’e-
stratto, in modo da poter defini-
re: la possibile attività ansiolitica 
di UNIMORE 2 attraverso spe-
cifici behavior test sull’ansia, il 
meccanismo d’azione in manie-
ra approfondita, individuando il 
composto maggiormente attivo 
ed isolando i componenti più 
interessanti, e l’attività anti-ipe-
ralgesica dell’estratto UNIMORE 
2 in un modello di neuropatia 
centrale. Per i risultati ad ora ot-
tenuti è possibile ipotizzare che 
estratti standardizzati di Canna-
bis sativa L., privi della compo-
nente psicotropa, siano buoni 
candidati per la terapia del dolo-
re neuropatico.
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Fig 9.
Aumento 

dell’espressio-
ne proteica di 

CB2 nei midolli 
spinali di topi 

SNI tramite We-
stern Blotting 

(immagine 9a). 
Quantificazione 

tramite immu-
nofluorescenza 

dell’espressione 
di CB2 in IPSI 

e CONTRA del 
midollo spinale 
(immagine 9b, 
Scale bar 200 
um). Immagini 

rappresentative 
di CB2 (rosso), 

Cd11 (verde) 
e DAPI (blu) 

(immagine 9c, 
Scale bar 20 

um). Valutazio-
ne dell’espres-
sione dei CB2 

nella microglia 
in midolli spi-
nali di animali 

neuropatici. 
Nell’immagine 
sono riportate 

delle bande 
rappresentative 
delle proteine di 
riferimento. L’a-
nalisi statistica è 
stata effettuata 
con Student’s T 
test ***p<0.001, 

**p<0.01 vs 
contra.


