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Background 
L’epilessia da assenza (AS) è una forma di epilessia generalizzata che si manifesta con vere e proprie “crisi 
da assenza non convulsive”: improvvisi e brevi momenti di perdita di coscienza associati a un mancato 
controllo dei movimenti volontari e lievi contrazioni miocloniche del viso[1]. Queste crisi sono caratteristiche 
delle forme di epilessia giovanile dell’Uomo come la Childhood absence epilepsy (CAE) e la Juvenile absence 
epilepsy (JAE) e, inoltre, sono state osservate anche nel cane[2–4]. L’esatta patogenesi dell’AS non è stata 
ancora del tutto chiarita e nuove evidenze mostrano che la sostanza nera nella sua parte reticolare(SNr), 
componente dei nuclei della base, possa svolgere un ruolo chiave[1]. Numerosi studi hanno dimostrato il 
coinvolgimento dei sistemi serotoninergico (5-HT) e endocannabinoide (eCB) in corso di altre forme 
epilettiche e, alcune evidenze scientifiche, fanno presupporre che lo siano anche in corso di epilessia da 
assenza. Nello specifico sembra che il recettore serotoninergico 2C (5HT2Cr) e il recettore cannabinoide CB1 
(CB1r) possano agire in sinergia nel modulare il loop talamo-corticale che si genera in corso di AS 5 
 
Scopo del lavoro 
Date le evidenze riguardanti il coinvolgimento dei sistemi 5-HT e eCB in altre forme di epilessia e 
l’implicazione della SNr in corso di AS1,5, lo scopo del presente lavoro è quello di indagare il comportamento 
dei due sistemi in corso di AS, andando a valutare attraverso metodiche di immunofluorescenza, la 
distribuzione dei recettori 5HT2C, CB1 e dell’enzima anabolico del sistema eCB DGLα (diacylglycerol lipase 

α) a livello di SNr in encefali di ratti GAERS (Genetic Absence Epilepsy Rats from Strasbourg) rappresentanti 
il modello genetico di elezione per l’AS6, WISTAR e NEC (Nonepileptic Control) utilizzati invece come 
controlli negativi. 
 
Materiali e metodi 
Sono stati utilizzati 18 ratti (6 GAERS, 6 NEC e 6 Wistar) suddivisi equamente per età (P15, P25 e P90). Gli 
animali sono stati anestetizzati con una miscela iniettata per via intraperitoneale (4.0 ml/kg) composta da 
pentobarbitale sodico (48 mg/kg) e cloralio idrato (40 mg/kg) e perfusi intracardialmente usando una pompa 
peristaltica (flusso 30–35 ml/min) iniettando: soluzione salina 0.9%  (+4 °C) per 2 min, e successivamente 
paraformaldeide 4%-glutaraldeide 0.2% in 0.1 M PBS(Phosphate Buffered Saline), pH 7.4 (flusso 10 ml/min) 
per 30 min. Gli encefali sono stati rimossi dal cranio e fissati per 2-4 h, dopo di che sono stati crioprotetti in 
una soluzione PBS contenente al 30% Saccarosio a +4°C per 48h. Si è proceduto quindi al congelamento 
rapido in azoto liquido e al taglio di sezioni seriali coronali di 15 μm (3 sezioni per ogni soggetto) effettuate 
al criostato.e apposte su vetrini gelatinizzati. Le sezioni sono state quindi processate attraverso la tecnica 



dell’immunofluorescenza in camera umida (vd SOP ANFI ANV 053), utilizzando i seguenti anticorpi primari: 
Mouse anti 5HT2c (Santacruz,#SC-17797; 1:100) e Rabbit anti-CB1 (Frontier Institute,#CB1RBAF380; 1:100); 
Mouse anti 5HT2C (Santacruz,#SC-17797; 1:100) e Rabbit anti-DGLα (Frontier Institute #DGLaRbAf380; 
1:100) e secondari: Goat anti-Rabbit TRITC (Chemicon #AP132R; 1:200) E Goat anti-Mouse FITC (Cynagen 
#NOTYET FB1/80;1:200). Si è quindi proceduto con la chiusura dei vetrini utilizzando Buffer glicerolo e 
DAPI. 
 
Risultati e Conclusioni 
Sia il DGLa che il recettore 5HT2C forniscono un’evidente marcatura a carico del corpo dei neuroni. La 
densità dei neuroni immunoreattivi per il DGLa non mostra differenze significative comparando NEC GAERS 
e WISTAR a P15, a P25 si osserva in maniera statisticamente significativa un maggior numero di neuroni 
DGLa immunoreattivi nei WISTAR rispetto sia ai NEC sia ai GAERS, tale differenza si manifesta in maniera 
ancora più evidente nei ratti a P90 (soprattutto comparando WISTAR a GAERS). La densità dei neuroni 
immunoreattivi per il recettore 5HT2c è sempre maggiore in maniera statisticamente significativa nei 
WISTAR rispetto a NEC e soprattutto GAERS nei tre tempi (P15,P25,P90). A P90 si osserva la più evidente 
differenza di densità soprattutto tra WISTAR e GAERS. Le analisi di colocalizzazione del recettore 2C con il 
DGLa non mostrano alcuna differenza significativa nei tre gruppi a P15; a P25 differenze statisticamente 
significative si osservano solo tra NEC e WISTAR, mentre a P90 tra WISTAR e GAERS. Dai risultati ottenuti 
si evidenzia come nei GAERS la SNr mostri una bassa densità di neuroni immunoreattivi per entrambi gli 
antigeni esaminati. Tale aspetto si riflette nei GAERS a P90 in una differente colocalizzazione del 5HT2c con 
il DGLa rispetto in particolare ai WISTAR. In conclusione nei ratti che mostrano AS si osserva un’alterazione 
dell’espressione del recettore 5HT2C e del DGLa rispetto al gruppo di controllo (WISTAR).I risultati suIla 
doppia immunofluorescenza CB1/2C sono ancora in fase di valutazione.  
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