MODELLI ANIMALI PER LO STUDIO DELLA RISPOSTA ALLO SFORZO MUSCOLARE INDOTTO DAL DOLORE SOTTO TRATTAMENTO CON CITOZYM: EFFETTI DELLA STIMOLAZIONE DEI RECETTORI PER L’ADENOSINA

Una caratteristica fondamentale del sistema nocicettivo e la plasticità dell’organizzazione funzionale. Sia le modificazioni dell’attività dei neuroni del S.N.C. che l’effetto analgesico dei farmaci appaiono infatti in relazione a diversi fattori come il tipo, l’intensità, la durata e la sede di applicazione degli stimoli nocivi, oltre che all’integrità delle strutture nervose periferiche e centrali (Wall & Melzack, 1994).

Per comprendere i meccanismi fisiopatologici sottostanti al dolore acuto e cronico nell’uomo e alla conseguente utilizzo della massa muscolare volontaria è quindi indispensabile utilizzare modelli sperimentali animali che ci consentono di quantificare il dolore provato dall’animale al variare della contrazione muscolare volontaria saggiata con diversi parametri sperimentali.

I tests sperimentali che permettono di studiare non solo la contrazione della muscolatura striata, ma anche l’efficacia di nuove molecole capaci di incrementare la resistenza allo sforzo fisico, si dividono in due gruppi in base alla durata dell’esperienza nocicettiva a cui viene sottoposto l’animale. Si distinguono così tests nocicettivi che misurano la latenza delle risposte comportamentali a stimoli nocivi di breve durata o "di tipo fasico" (Tail Flick, Paw Pressure, Hot Plate e Pinch Test) e tests di sforzo muscolare che misurano la latenza delle risposte comportamentali a stimoli lunga durata o "di tipo tonico" (Miogramma, Test della Formalina e Writhing Test). Trattamenti con sostanze in grado di antagonizzare la risposta nocicettiva,  hanno dato effetti differenti a seconda dei tests utilizzati. Per ottenere quindi un quadro completo circa gli effetti sulla massa muscolare striata di una data sostanza è necessario utilizzare modelli animali che differiscono tra loro per qualità, intensità e durata dello stimolo nocicettivo applicato.

Tra le molecole maggiormente studiate per il loro coinvolgimento nella modulazione della risposta muscolare al dolore vi sono attualmente gli Oppioidi, la sostanza P, l’Acetilcolina, il Glutammato, la Serotonina, la Noradrenalina, il GABA, ecc.

Un numero sempre più consistente di dati in questi ultimi anni ha inoltre attribuito un ruolo importante anche all’Adenosina, appartenente alla famiglia delle "Purine", nel controllo della contrazione muscolare da nocicezione. I recettori purinergici sono suddivisi in 2 sottotipi recettoriali Pl e P2. L’Adenosina ed i suoi composti si legano al recettore di tipo Pl (Ralevic & Burnstock, 1998), ulteriormente suddiviso in 4 diversi sottotipi : Al, A2A, A2B e A3. Tra questi, i recettori Al e A2A sono quelli che sembrano maggiormente influenzare la trasmissione del dolore sia a livello periferico che spinale e la successiva trasmissione a livello muscolare (Sawynok, 1998).

Lo scopo del nostro lavoro sarà  quello di valutare gli effetti del CITOZYM sul recettore Al, e la CPA (N6-Cyclopentyladenosina), sulla nocicezione e contrazione investigando se esistono delle differenze dipendenti dalla natura dello stimolo nocicettivo (termico o chimico) e dal tipo di dolore elicitato (fasico o tonico) con o senza trattamento con CITOZYM.

A questo scopo verranno state somministrate per via intraperitoneale 6 diverse dosi di CITOZYM (da 0,015 a 3 mg/Kg) a topi maschi C57/black e  misurate le risposte comportamentali nei tests del Tail Flick, della Formalina e del Writhing che misurano risposte a stimoli nocivi di diversa natura. I dati saranno poi analizzati mediante l’Analisi della Varianza.

In conclusione, questo studio sarà utile per valutare l’eventuale azione energizzante del CITOZYM sui recettori Al dell’Adenosina, dimostrando che tale effetto saggiato con tests sia di dolore fasico che tonico migliora le capacità muscolari generali dell’animale.

Prospetto lavoro sperimentale: Controllo dell’effetto energizzante in vivo del prodotto Citozym su cellule di muscolo striato:

cellule di striato in coltura (L8): 

1. attività mitocondriale

2. livello di ROS

3. livello di NO

4. livello di ATP

5. consumo di ossigeno

6. cataboliti

7. curve di crescita

Controllo dell’effetto energizzante del Citozym su topi topi C57/Black  normali e colpiti da tumore*:

topi normali:

1. topi normali trattati con infusione di citozym a diverse concentrazioni

2. controllo massa muscolare scheletrica

3. esercizi di test massa muscolare striata

4. glicemia

5. azotemia

6. pH ematico

7. ossigeno ematico

8. soglia aerobica ed anaerobica
9. smaltimento del lattato
10. deplezione della Fosfocreatina
11. glicogeno muscolare
12. respirometria

13. battito cardiaco sotto sforzo

14. miogramma

15. test di memoria

16. fecondità

17. test sul nuoto

