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Dolore viscerale e comorbilita

Il dolore viscerale & un sintomo cardine in medicina e una delle
ragioni principali di consultazione sanitaria da parte dei pazienti. |l
dolore a partenza dagli organi riproduttivi femminili, in particolare, € un
problema clinico di notevole rilievo. Si calcola, ad esempio, che oltre il
50% delle donne tra i 16 ed i 49 anni presenti dismenorrea, in un terzo
dei casi legata alla presenza di endometriosi, e che dal 15 al 21% delle
donne in eta fertile soffra di dolore pelvico cronico, associato con elevata
frequenza a vulvodinia (Graziottin e Zanello 2015). Oltre a rappresentare
un problema medico rilevante in sé, la patologia algogena della sfera
riproduttiva femminile coesiste con elevata frequenza con condizioni
dolorose a partenza da altri distretti viscerali, ad esempio gastroenterico
(sindrome del colon irritabile) o urinario (calcolosi) (Giamberardino et al,
2010).

In tali situazioni di comorbilita, che coinvolgono organi interni
diversi ma con innervazione sensitiva almeno parzialmente sovrapponibile,
il quadro clinico si complica nel fenomeno della cosiddetta iperalgesia
viscero-viscerale (IVV), ovvero I'amplificazione dei sintomi dolorosi
(dolore spontaneo e iperalgesia muscolare riferita) a partenza da tutti i
distretti viscerali coinvolti. Studi clinici hanno infatti dimostrato che donne
affette sia da dismenorrea (primaria o secondaria a endometriosi) che da
calcolosi urinaria hanno coliche renali pit frequenti di donne con calcolosi
ma senza dismenorrea, e dolore mestruale piu accentuato di donne con
dismenorrea ma senza calcolosi, oltre a maggiore iperalgesia muscolare
riferita, a livello sia lombare che nei quadranti addominali inferiori
(Giamberardino et al, 2014).

In tale tipo di comorbilita, il potenziamento dei sintomi si verifica
inoltre anche quando la condizione algogena della sfera riproduttiva
femminile & latente per quanto attiene il dolore spontaneo pelvico. E’
stato infatti dimostrato che donne con endometriosi asintomatica per il
dolore pelvico (in cui I'endometriosi era stata diagnosticata in laparoscopia
eseguita per infertilita), concomitantemente affette da calcolosi urinaria,
presentavano un maggior numero di coliche urinarie e una maggiore
iperalgesia muscolare lombare rispetto a donne con sola calcolosi
(Giamberardino et al, 2010). Malgrado la fisiopatogenesi dei diversi dolori
viscerali sia varia e spesso complessa, i processi infiammatori rappresentano



in assoluto la causa o concausa piu frequente del sintomo dolore sia nelle
patologie viscerali singole che nelle comorbilita (Sengupta 2009). Nel caso
della IVV, sebbene i meccanismi alla base del fenomeno restino ancora da
chiarire completamente, un’ipotesi accreditata & che I'input nocicettivo
dovuto all'infiammazione del distretto pelvico, anche in condizioni di non
palese sintomaticita, determini una stimolazione sottosoglia ma continua
a livello del sistema nervoso centrale.

Questa produrrebbe a sua volta la sensibilizzazione dei neuroni
che ricevono proiezioni dai diversi distretti viscerali coinvolti e dalle
aree somatiche di riferimento (neuroni sensitivi convergenti viscero-
viscero-somatici), facilitando la trasmissione del messaggio nocicettivo
(Giamberardino et al, 2010). Nell’ambito dei processi inflammatori, come
pure nei fenomeni di sensibilizzazione che a questi fanno seguito quando
lo stimolo infiammatorio & protratto, i mastociti rivestono un ruolo chiave.
La loro importanza é stata dimostrata in modo particolare per la patologia
endometriosica. Studi sperimentali recenti hanno infatti evidenziato il
contributo fondamentale di queste cellule nello sviluppo e nella capacita
algogenica delle lesioni da endometriosi (Howard 2009). Lo stem cell
factor, ad esempio, il maggiore fattore chemotattico e di differenziazione
di crescita per i mastociti, & elevato nel fluido peritoneale delle pazienti
con endometriosi (Osuga et al, 2000). Mastociti degranulanti (che rilasciano
diversi mediatori, incluso il Nerve Growth Factor, NGF), sono stati trovati
nelle lesioni endometriosiche profonde infiltranti, in vicinanza dei nervi, a
suggerire il contributo mastocitario al dolore da endometriosi anche con
effetto diretto sulle strutture nervose.

| mastociti promuovono la neoangiogenesi, un‘altra caratteristica
dell’endometriosi che garantisce |'apporto di ossigeno alle lesioni.
L'espressione del Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), il piu potente
fattore proangiogenico, & infatti aumentata nelle lesioni endometriosiche
umane, e il VEGF puo essere rilasciato dalle cellule endometriosiche e
inflammatorie/immuni, inclusi i mastociti (May e Becker 2008).

Modulazione dell’attivita mastocitaria

In considerazione delle evidenze sempre piu marcate sul ruolo dei
mastociti nellagenesidel dolore a partenza dagliorganiinterni, I'attenzione
della comunita scientifica si & rivolta prepotentemente, negli ultimi anni,
ai composti che modulano ['attivita mastocitaria, sottoregolandola,
quale possibile strumento terapeutico in molte condizioni di dolore
viscerale addomino-pelvico su base infiammatoria, ove il trattamento
analgesico classico (antinfiammatori non steroidei) raramente produce
effetti consistenti e duraturi, a fronte di effetti collaterali spesso molto
rilevanti (per esempio, a livello gastroenterico e renale). In particolare, la
palmitoiletanolamide (PEA) sta emergendo come approccio terapeutico
innovativo nell’inflammazione cronica associata al dolore (Mattace Raso

et al, 2014).



La PEA & una molecola lipidica endogena che agisce con duplice
meccanismo, periferico e centrale. A livello dei tessuti periferici sede dei
processi inflammatori, la PEA & in grado di normalizzare l'iper-reattivita
mastocitaria attraverso il meccanismo ALIA (Autacoid Local Injury
Antagonism), deputato a controllare la reattivita tissutale, e mantenendo
quindi entro limiti fisiologici la degranulazione dei mastociti locali. Essa
downregola I'attivazione mastocitaria e controlla la reattivita delle cellule
gliali e i processi angiogenici, insieme alle reazioni infiammatorie (De
Filippis et al, 2013).

A livello centrale la PEA agisce sulla reattivita della microglia
modulando, direttamente o indirettamente, il recettore dei cannabinoidi
CB2. Recenti studi hanno evidenziato che la PEA a livello del midollo spinale
(sede dei neuroni sensitivi e dei processi di sensibilizzazione centrale) e in
grado di:
< modulare l'attivazione della microglia attraverso la normalizzazione
della produzione e del release dei fattori neurotrofici come NGF, NT3 e
GDNF;

< normalizzare ['attivazione del fattore NF-kB e I'espressione della
citochina TNF-o ;

+ ridurre I'attivazione dei neuroni ad ampio range dinamico (WDR) e
di conseguenza normalizzare la facilitazione centrale che amplifica la
trasmissione neuronale delle afferenze periferiche;

< modificare la motilita delle cellule microgliari (Mattace Raso et al, 2014).

La PEA, somministrata esogenamente, ha mostrato effetti
antinflammatori e analgesici in svariate condizioni di dolore in clinica
(Cobellis et al, 2011; Giugliano et al, 2013; Indraccolo e Barbieri 2010),
tuttavia non ci sono a tutt'oggi studi che ne abbiano valutato gli effetti
nella condizione estrema di dolore da IVV, esaminando nel contempo
I'espressione mastocitaria.

L'esame dettagliato dell’attivita mastocitaria in queste situazioni,
e dell’'effetto della sua downregolazione, in condizioni standardizzate &
invece particolarmente importante. Esso risulta pero difficile nei pazienti,
per la grande variabilita interindividuale tipica della clinica e la difficolta
etica di sottoporre i pazienti stessi alle numerose indagini richieste.

Evidenze sperimentali sull’attivita analgesica della PEA

Per questo motivo, il nostro gruppo ha intrapreso uno studio per
valutare il ruolo dei mastociti e della loro downregolazione con PEA in un
modello sperimentale di IVV da endometriosi + calcolosi nel ratto femmina
(luvone et al, 2016). Tale modello, gia validato a livello internazionale,
mima fedelmente la condizione clinica di IVV da endometriosi + calcolosi
urinaria nella donna, ma in condizioni standardizzate e riproducibili
(Giamberardino et al, 2002). La presentazione illustrera i risultati di tale
studio, discutendone la rilevanza per |'applicazione clinica.



Modello sperimentale di comorbilita dolorosa viscerale: endometriosi
+ calcolosi ureterale

IlmodelloanimaledilVV nelrattofemminarisulta dallacombinazione
di due modelli singoli: Endometriosi sperimentale e Calcolosi ureterale

artificiale (Giamberardino et al, 2002).

< L'endometriosi sperimentale si realizza impiantando in sedi addomino-
pelviche predefinite dei pezzetti di tessuto uterino omologo (in anestesia
generale); tali frammenti, gia a partire dalla seconda settimana post
intervento, danno origine a cisti secretorie che all’'esame istologico
risultano molto vascolarizzate e circondate da tessuto connettivo; la
cavita a contenuto liquido contiene numerose cellule inflammatorie, tra
cui polimorfonucleati, linfociti, plasmacellule e monociti; il pavimento
della cisti & costituito da tessuto epiteliale a singolo strato poggiato
su tessuto stromale che presenta marcati segni di inflammazione con
infiltrazione di mastociti. Gli animali che sviluppano I'endometriosi non
mostrano alcun segno di sofferenza spontanea, ma sviluppano soltanto
uno stato congestizio latente a livello pelvico, responsabile di ridotta
fertilita ed iperalgesia vaginale. Tale modello rispecchia la condizione
clinica di endometriosi asintomatica per dolore pelvico spontaneo — ma
congestizia latente — nella donna.

% La calcolosi ureterale artificiale si realizza impiantando, in anestesia
generale, un piccolo calcolo di cemento dentario a livello del terzo
superiore dell’'uretere sinistro. Lo studio comportamentale effettuato
per diversi giorni post-impianto evidenzia movimenti indicativi di crisi
viscerali quantificabili in numero, durata e complessita; parallelamente
la valutazione della soglia di vocalizzazione alla stimolazione elettrica
evidenzia una condizione di iperalgesia muscolare a livello dell’obliquo
esterno omolateralmente al calcolo. Tale modello rispecchia fedelmente
la condizione umana di colica reno-ureterale da calcolosi.

L'endometriosi sperimentale + calcolosi ureterale artificiale si ottiene
inducendo prima lI'endometriosi e, dopo almeno 3 settimane, quando
le cisti secretorie sono gia formate, impiantando il calcolo ureterale. In
tale modello sono state riscontrate caratteristiche comportamentali
assimilabili ai sintomi delle pazienti che presentano, in comorbilita,
calcolosi reno-ureterale e dismenorrea primaria o secondaria. Infatti i ratti
con Endometriosi + Calcolosi presentano un comportamento indicativo di
dolore sia ureterale che pelvico significativamente piu marcato di quello
deiratti con endometriosi “fantasma” (impianto di tessuto adiposo anziché
uterino) + calcolosi, o da ratti con sola calcolosi. Essi presentano inoltre
anche un’iperalgesia della muscolatura lombare ipsilaterale al calcolo che
€ nettamente piu pronunciata.

Mastociti, infiammazione e PEA ultramicronizzata nel modello
sperimentale di endometriosi + calcolosi ureterale

Nel descritto modello di IVV da endometriosi + calcolosi, sono



stati valutati gli effetti della palmitoiletanolamide ultramicronizzata sui
comportamenti di dolore e sui marker dell’attivita mastocitaria (luvone et
al, 2016). E' stato scelto di utilizzare PEA ultramicronizzata poiché studi
precedenti in un modello animale di dolore inflammatorio ne hanno
dimostrato la superiore efficacia per via orale rispetto alla PEA non
micronizzata (Impellizzeri et al, 2014).

Sono stati esaminati ratti femmina, razza Sprague-Dawley. In tutti
e stata indotta I'endometriosi sperimentale, i ratti sono stati poi assegnati
random al gruppo di trattamento attivo con PEA ultramicronizzata (10mg/
kg/die, per os) o al gruppo placebo per 25 giorni. Al giorno 21, tutti
sono stati sottoposti all'intervento di formazione del calcolo ureterale
e successivamente video-registrati fino al giorno 25 per valutare il
comportamento di dolore ureterale e uterino. All'autopsia, effettuata
il giorno 25 dopo eutanasia, sono stati valutati le condizioni del tratto
urinario, e il numero e il diametro delle cisti endometriali. Sono state
quindi misurate le seguenti variabili: numero e percentuale dei mastociti
degranulanti, numero di vasi, espressione di chimasi (una proteasi
immagazzinata selettivamente nei granuli mastocitari), NGF, VEGF e Flk-1
(recettore per il VEGF) nelle cisti (studio morfologico e biochimico), ed NGF
nei gangli delle radici dorsali (DRG).

Nei ratti trattati con PEA ultramicronizzata vs ratti trattati con

placebo sono stati riscontrati:

< numero, durata e complessita delle crisi ureterali significativamente piu
bassi;

% durata inferiore del dolore uterino e diametro delle cisti inferiore
(0.0001<P<0.004);

< un numero significativamente piu basso di mastociti (P<0.01) e di vasi
(P<0.01);

% una significativa riduzione dell’espressione di chimasi (P<0.05), NGF
(P<0.05), VEGF (P<0.01), e Flk-1 (P<0.01) nelle cisti e dell’'espressione di
NGF nei DRG (P<0.01).

In tutti gli animali, la durata globale delle crisi ureterali correlava
linearmente e direttamente con il diametro delle cisti, il numero dei
mastociti e I'espressione della chimasi nelle cisti, e dell’'NGF nelle cisti e nei
DRG (0.02<P< 0.0002).

IrisultatidellostudiodimostranoinsintesichelaPEAultramicronizzata
riduce significativamente gliindici comportamentali indicativi di iperalgesia
viscero-viscerale nel modello animale di endometriosi + calcolosi, in
stretta correlazione con la riduzione del diametro delle cisti, del numero
e dell'attivita dei mastociti a questo livello e della loro produzione di
mediatori proalgogeni, primariamente NGF.

La PEA ha inoltre mostrato un forte effetto antiangiogenico,

probabilmente dovuto alla modulazione mastocitaria, poiché VEGEF, il
principale mediatore proangiogenico, viene rilasciato primariamente



dai mastociti durante l'inflammazione cronica. La ridotta angiogenesi
associata al trattamento con PEA ultramicronizzata puo giustificare,
almeno in parte, la riduzione del diametro delle cisti. Infatti, € necessaria
la formazione di nuovi vasi per apportare ossigeno e nutrienti alle cisti
endometriosiche, facilitando il loro sviluppo e impianto.

La riduzione delle manifestazioni indicative di dolore da IVV puo
quindi, alla luce di questi dati, essere attribuita a una riduzione dell'input
algogeno a partenza dalle cistiendometriosiche dovuta alla PEA, grazie alla
downregolazione mastocitaria e alla riduzione del potenziale algogeno a
questo livello (riduzione del quantitativo di mediatori algogeni prodotti
dai mastociti durante I'endometriosi), e una conseguente diminuzione del
grado di sensibilizzazione centrale.

Il decremento di NGF anche a livello dei gangli delle radici dorsali
rappresenta un ulteriore contributo alla riduzione dell’'input algogeno a
livello del sistema nervoso centrale.

Conclusioni

Complessivamente i dati dello studio suggeriscono che la
somministrazione orale protratta di PEA ultramicronizzata, da sola o
in combinazione con i classici analgesici antinfiammatori, potrebbe
essere particolarmente utile nelle pazienti affette dalla difficile ed
estrema condizione dolorosa di iperalgesia viscero-viscerale prodotta
dall’endometriosi in comorbilita con altre condizioni algogene del distretto
pelvico (luvone et al, 2016).
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