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SOMMARIO 

L'epilessia è una patologia neurologica cronica, che colpisce circa il 3% della popolazione 

generale (Hauser et al.,1992). La terapia dell’epilessia è, in prima istanza, farmacologia. 

Tuttavia un terzo dei pazienti è refrattario al trattamento con più farmaci oppure presenta 

inaccettabili effetti collaterali. Tali pazienti sono quindi candidati a trattamenti non 

farmacologici, quali la resezione chirurgica del focolaio o la stimolazione del nervo vago 

(VNS). La resezione chirurgica del focolaio, non è attuabile nel 25-40% dei pazienti 

farmaco-resistenti (Kwan et al.,2000). In tali casi, la VNS è l’unica tecnica di neuro 

modulazione superficiale al momento riconosciuta come terapia palliativa nell’epilessia 

farmaco resistente (EPFR). A fronte di una documentata efficacia (40% di riduzione delle 

crisi nel 30-40% dei pazienti) (Ben-Menachem, 1994), esistono fattori limitanti a questo 

trattamento, quali i costi del materiale da impiantare a dimora e l’impossibilità alla 

stimolazione bilaterale a discapito di una maggiore inibizione, a causa del pattern di 

innervazione e di conseguenza degli effetti autonomici che ne conseguirebbero per via del 

controllo cardiaco e viscerale che il nervo esercita. Per questa ragione, l’uso di un altro 

nervo cranico sprovvisto della componente viscerale, tipica del vago, potrebbe essere 

efficace nella riduzione delle crisi epilettiche e si assocerebbe in minor misura a effetti 

collaterali.  

È stato recentemente dimostrato, che la stimolazione unilaterale della diramazione 

infraorbitaria del nervo trigemino riduce la frequenza e la durata del burst di attività critica 

registrata a livello talamico e corticale in animali in cui sono state indotte le convulsioni 

sperimentalmente (Fanselow et al., 2000). Sulla base di questi dati sperimentali, il gruppo di 
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De Giorgio, (2003, 2006, 2009), ha proposto per la prima volta la stimolazione del nervo 

trigemino (TNS) in cronico come terapia alternativa non farmacologica nel trattamento 

dell’epilessia parziale farmacoresistente. Tale proposta, venne effettuata a seguito di uno 

studio pilota che aveva dimostrato che la TNS induce in questi pazienti un miglioramento 

clinico con dimezzamento della frequenza delle crisi. Inoltre, in entrambi i lavori, sia quello 

sperimentale condotto sul modello animale che quello clinico, avevano evidenziato che la 

stimolazione bilaterale del nervo potenziava l’effetto anticonvulsivante della TNS.  

Sulla base di questi dati si è indagato per la prima volta l’impatto EEG della TNS acuta sia 

in soggetti sani che in pazienti con epilessia parziale FR in fase intercritica, cosi da chiarire 

meglio i meccanismi d’azione della stimolazione trigeminale a livello corticale e spiegare 

gli effetti clinici anticonvulsivanti della metodica a favore di una sua eventuale applicazione 

terapeutica. Tale studio (Todesco et al., 2008) ha dimostrato che la TNS unilaterale 

incrementa la frequenza media e le attività rapide nei sani, riduce la potenza del theta e 

rinforza il ritmo beta nei pazienti. La similarità degli effetti EEG indotti dalla TNS con 

quelli indotti dalla VNS (Marrosu et al., 2005) farebbe supporre, come già suggerito dai 

risultati di studi condotti sull’animale da esperimento (Walker et al., 1999; Fanselow et al., 

2000) una condivisione di strutture bersaglio, di vie e meccanismi tra le due metodiche di 

stimolazione. La TNS, avrebbe rispetto alla VNS, il vantaggio di essere una tecnica non 

invasiva, meno costosa, con effetti collaterali scarsi o assenti.  

Questi risultati hanno incoraggiato il mio lavoro di ricerca, mirato a comprendere i 

meccanismi dell’effetto elettro-clinico osservato sia nell’animale da esperimento, che 

nell’uomo, a seguito della TNS mediante la determinazione immunoistochimica del marker 

di attivazione dei neuroni: la proteina c-Fos. L’esame è stato condotto in alcune strutture 

notoriamente coinvolte nella fisiopatogenesi dell’epilessia, quali la corteccia 
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somatosensitiva frontoparietale, l’amigdala ed il nucleo endopiriforme. Sono stati utilizzati 

due gruppi sperimentali: gli animali sottoposti a stimolazione e i controlli (Sham). Gli 

animali stimolati, previa operazione chirurgica, sono stati impiantati a livello del nervo 

infraorbitale con un elettrodo bipolare connesso ad un generatore di impulsi che consente la 

stimolazione elettrica a determinati parametri che appartengono al range di stimolazione 

terapeutica della stimolazione del nervo vago. Gli Sham invece sono stati sottoposti alla 

medesima operazione ma non hanno subito stimolazione. I risultati ottenuti, hanno mostrato 

che gli animali sottoposti a TNS presentano un incremento dell’espressione di c-Fos rispetto 

al gruppo di controllo Sham. Nella corteccia somatosensitiva, amigdala e nucleo 

endopiriforme dei ratti TNS l’incremento della proteina Fos rispetto al guppo Sham è di 2.8, 

4, 10.7 volte maggiore. Inoltre in tutte queste strutture un'altra differenza statisticamente 

significativa è stata riscontrata nel lato controlaterale la stimolazione con un numero di 

cellule marcate di 6.6, 7.7, e 36.6 volte rispetto al lato ipsilaterale.  

E’ stato ottenuto anche un dato preliminare per quanto riguarda le cellule marcate a livello 

dei nuclei del complesso trigeminale. Il numero delle cellule positive alla proteina Fos 

mostrano un incremento nei nuclei ipsilaterali alla stimolazione (p<0,0094) rispetto ai 

nuclei controlaterali. Questo è evidente in tutti i sub-nuclei spinali trigeminali ma non nel 

nucleo principale trigeminale. 

Contemporaneamente all’analisi immunoistochimica, un gruppo di animali stimolati e non, 

è stato sottoposto a test comportamentale dopo iniezione di Pentilentetrazolo (PTZ). 

Il protocollo per gli animali stimolati prevede la stimolazione mezzora prima dell’iniezione 

peritoneale di PTZ ad alta concentrazione (75mg/Kg) per un totale di 3 ore. Lo stesso viene 

eseguito per il gruppo di controllo.   
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I risultati ottenuti sui 4 ratti resi epilettici mostrano che gli animali stimolati hanno una 

ripresa di tutte le attività normali più rapida rispetto agli Sham (P= 0,0172). L’onset delle 

crisi si mostra prima nei TNS, ma con una gravità del tipo di crisi minore. Infatti, mentre le 

prime crisi che si manifestano negli animali stimolati sono di tipo lieve e tardivamente sono 

più severe, negli Sham si manifestano precocemente quelle di tipo severo rispetto alle crisi 

di entità più lieve. Inoltre la media della durata delle crisi gravi nei TNS è minore rispetto 

agli Sham. I risultati di questo studio hanno dimostrato che la stimolazione effettuata a 

livello del nervo infraorbitario afferisce nelle aree di interesse, modificando l’attività 

cellulare inducendo l’espressione di c-Fos. L’attivazione di queste strutture potrebbe 

giocare un ruolo essenziale nell’effetto antiepilettico della TNS che potrebbe essere usata 

nella terapia nel trattamento dell’epilessia farmaco resistente.  
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INTRODUZIONE 

Proteina c-Fos 

La proteina c-Fos è un proto-oncogene in quanto omologo dell’oncogene v-Fos e del 

complesso virale FBJ-MSV. C-Fos è costituito da 380 amminoacidi, è localizzato nel 

nucleo e fa parte della famiglia dei geni a rapida induzione (IEG). Ad oggi sono state 

identificate 4 proteine della famiglia Fos: C-Fos, Fos B, Fra-1 e Fra-2. Queste proteine 

sono codificate da geni contenenti quattro esoni e tre introni (Van Straaten et al., 1983) e 

posseggono il motivo a cerniera di leucina che promuove l’eterodimerizzazione con un 

altro membro dei IEG, la famiglia Jun ( c-Jun, Jun-B, e Jun-D). L’eterodimero induce 

l’attivazione della proteina-1, AP-1, che a sua volta attiva geni che determinano 

cambiamenti nel fenotipo cellulare, come crescita e sviluppo (Franza et al., 1988; Sheng 

and Greenberg., 1990; Morgan and Curran., 1991).  Entrambe le famiglie, Fos e Jun, 

cooperano nel legame con il DNA in diversi siti grazie alle diverse combinazioni tra i 

componenti delle due famiglie. Le diverse combinazioni possono portare sia ad 

un’attivazione (C-Fos/C-Jun) che un’inibizione (c-Fos/Jun-B) dell’espressione genica 

(Schuttle et al., 1989; Sheng and Greenberg., 1990). 

In condizioni basali il c-Fos è presente in concentrazioni molto basse e la sua inducibilità è 

data da un vasto range di stimolazione transinaptica/trascrizionale. L’inducibilità 

stereotipica rende i geni IEG il più ampio e diffuso strumento di mappaggio per 

identificare cellule che vengono attivate in risposta a vari stimoli. 
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Dopo uno stimolo acuto, l’mRNA di c-Fos viene trascritto maggiormente tra la prima e la 

terza ora con dei picchi tra i 30 e i 60 minuti, e dopo  4-6 ore la sua espressione viene  

degradato (Sonnenberg et  al., 1999a; Chan et al., 1993; Ding et al., 1994; Cullinan et al., 

1995; Kovacs and Sawchenko, 1996). Inoltre hanno mostrato l’espressione bifasica del 

gene Fos dopo cambiamenti sistemici dei livelli di interleukina (Ericsson et al., 1994) ed 

un’induzione ancora più precoce dopo adrenolectomia (Kovacs and Sawchenko, 1997).  

In generale è stato dimostrato che l’induzione di c-Fos riflette l’attività funzionale dei 

neuroni (Sagar et al., 1988; Duncan et al., 1993). In contrasto, le aree con alti livelli di 

attività neuronale, come la corteccia visiva (Kaczmarek and Chaudhuri, 1997) non 

mostrano significativa espressione di c-Fos, come se la normale attività elettrica da sola 

non fosse sufficiente ad indurre la risposta del c-Fos. In accordo con questa ipotesi, recenti 

studi hanno mostrato che l’espressione di Fos dipende dalle caratteristiche temporali del 

potenziale d’azione. In culture cellulari del ganglio della radice dorsale l’incremento 

sostanziale di Ca
2+ 

intracellulare separato da lunghi intervalli di scarica del potenziale 

d’azione induce una minima espressione di c-Fos, deducendo che l’espressione del gene ad 

induzione precoce sia inversamente correlato con gli intervalli di scarica del potenziale 

d’azione (Fields et al., 1997). A livelli normali, uno stimolo comune all’attività di una 

determinata regione cerebrale, con una normale intensità non induce l’espressione di Fos: 

la stimolazione sensoriale della corteccia visiva induce l’espressione del gene di c-Fos solo 

dopo un periodo di deprivazione dello stimolo, e quando gli animali vengono a contatto 

con nuovi oggetti. La stimolazione dell’udito a differenti intensità del rumore non induce 

espressione di Fos in una situazione in cui è presente rumore di fondo ma viene attivato 

dipendentemente dall’intensità nelle strutture correlate all’udito (Campeau and Watson, 

1997). È probabile inoltre che esista una differente “soglia” di attivazione per l’espressione 
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di Fos nelle diverse strutture. Infatti, aree come i nuclei dell’amigdala (nuclei basolaterali, 

mediali e corticali), talamo ventroanteriore e dorso mediale, come anche la corteccia 

cingolata, infralimbica e piriforme esprimono c-Fos mediante stimoli moderati, come 

l’esplorazione di un nuovo ambiente. 

Anche se il c-Fos è stato ampiamente studiato ancora non si conosce con esattezza il 

meccanismo molecolare alla base della sua indicibilità spaziale tra le varie aree. 

I cambiamenti che inducono l’espressione di Fos sono vari: fattori neurotrofici, 

neurotrasmettitori, depolarizzazione, influsso del Ca
2+ 

ed il suo aumento intracellulare/ 

intranucleare (Greenberg and Ziff., 1984; Morgan and Curran, 1989; Doucet et al., 1990; 

Sheng et al., 1990; Gaiddon et al., 1996). 

Infatti, la regione regolatoria del gene Fos contiene alcuni elementi (Ca
2+

/CRE, SRE, SIS e 

AP-1) che conferiscono una varietà di segnali trans-sinaptici comunemente mediati da vie 

di trasduzione del segnale interdipendenti, PKA, PKC, CAM chinasi e MAP chinasi.  

L’incremento dell’AMP ciclico induce attivazione di Fos mediante la via CRE attraverso 

fosforilazione di CREB mediante la PKA. CREB viene attivato anche da cambiamenti 

della concentrazione del Ca
2+ 

intracellulare indotto dai canali voltaggio dipendenti del 

Ca
2+

. Quest’ultimo inoltre induce l’espressione di c-Fos attraverso l’incremento della sua 

concentrazione intracellulare mediato dal recettore NMDA, che attiva la via di trasduzione 

del segnale MAPK che ha come target la regione SRE. (Bading et al., 1993; Ghosh et al., 

1994). Anche i fattori di crescita, inoltre, inducono l’espressione di Fos attraverso SRE, ma 

attivando la via di trasduzione del segnale mediata da PKC questo elemento cis-acting lega 

SRF associato con TCF (ternary complex factor) che contiene Elk-1 o SAP-1 che vengono 

fosforilati anche dal complesso ras/MAPK (ERK) (Treisman., 1992; Hill and Treisman, 

1995). 
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Inoltre il sito AP-1, nel promotore del gene Fos, adiacente alla sequenza SRE, lega il 

fattore di trascrizione eterodimerico Fos/Jun con una probabile funzione di autofeeback 

negativo per la trascrizione di c-Fos (Sassone-Corsi et al., 1998) oltre quella di regolare la 

trascrizione di un diverso range di geni coinvolti tra le varie funzioni nella proliferazione e 

differenziazione come difesa al danneggiamento cellulare. 

Nel campo delle neuroscienze, data la vasta azione cellulare, il c-Fos è considerato come 

marker indiretto dell’attività neuronale, in quanto è spesso espresso durante i potenziali 

d’azione dei neuroni. 
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Stimolazione vagale ed epilessia 

La stimolazione del nervo vago è riconosciuta come unica tecnica di neuro modulazione 

palliativa, non farmacologica, nel trattamento dell’epilessia parziale farmaco resistente. 

Benché la VNS sia stata ampiamente introdotta nel trattamento dell’epilessia già da 15 

anni, il meccanismo di azione è ancora sconosciuto. Sono stati sinora descritti i suoi effetti 

di riduzione sulla frequenza e/o sulla severità delle crisi parziali complesse (Ben-

Menachem et al., 1994; George et al., 1994; McLachlan, 1997; Handforth et al., 1998; 

Labar et al., 1998; Schachter and Saper, 1998; Boon et al., 1999; Camfield and Camfield, 

1999; Fisher and Handforth, 1999; Vonck et al., 1999; Boon et al., 2001). Più recentemente 

è stata riportata l’efficacia sulle crisi generalizzate quali il piccolo male o le crisi toniche o 

miocloniche resistenti (Lundgren et al., 1998; Labar et al., 1999).  

Per il trattamento di pazienti affetti da epilessia refrattaria è disponibile in Europa dal 1994 

e negli Stati Uniti dal 1997 la VNS Therapy Sistem (Cyberonics Inc., Houston, TX). Oltre 

30000 pazienti hanno ricevuto la terapia VNS, sono stati condotti, infatti, numerosi studi 

che hanno messo in evidenza come essa agisca a livello di aree implicate in questa 

patologia, come il talamo e le strutture limbiche. L’efficacia del trattamento VNS è stata 

accertata nelle crisi epilettiche parziali e in pazienti refrattari che non rispondono al 

trattamento chirurgico dell’epilessia, ma ci sono dati che suggeriscono come tale terapia sia 

efficace anche in altri tipi di crisi epilettiche.  

Il dispositivo per la stimolazione VNS è costituito da un generatore di impulsi connesso a 2 

elettrodi bipolari che trasmettono, a bassa frequenza, dei segnali elettrici intermittenti al 
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nervo vago sinistro; esso non viene mai applicato al nervo vago destro in quanto diversi 

esperimenti effettuati sui cani hanno messo in evidenza come la stimolazione del vago 

destro causa bradicardia e aritmie cardiache in maniera molto più marcata rispetto a quanto 

si possa osservare in seguito a stimolazione del vago sinistro. 

Il sistema per la terapia VNS, viene impiantato sotto cute, nella parete anteriore del torace, 

con un intervento chirurgico molto simile a quello dell’impianto di un pacemaker cardiaco. 

Attraverso un’incisione nel collo il chirurgo avvolge gli elettrodi bipolari che stimoleranno  

intorno al nervo vago cervicale sinistro. Successivamente gli elettrodi vengono connessi al 

generatore impiantato attraverso una procedura di tunneling sotto cute (George et al., 2004; 

Matthews and Eljamel., 2003). Dopo l’intervento la VNS può essere attivata attraverso 

l’utilizzo di un computer palmare digitale e i vari parametri della stimolazione possono 

essere modificati in maniera non invasiva grazie all’utilizzo di una bacchetta telemetria 

collegata a tale palmare. I parametri di stimolazione che sono generalmente utilizzati in 

pazienti affetti da epilessia farmaco-resistente sono 30 Hz, 0,1-1,5 mA, 30s on: 5 min off e 

500 μs, che vengono modificati poi dopo diversi mesi di trattamento (1.0-3.0 mA, 30 s on: 

1,1 min off). 

I parametri di stimolazione ottimale non sono però ancora conosciuti e generalmente 

dipendono dalla situazione clinica dei diversi pazienti e dalle loro caratteristiche 

individuali. 

Gli effetti collaterali quali dispnea, raucedine, disfagia, non sono mai tali da sospendere il 

trattamento e son ben tollerati ed intensità dipendenti. Dopo 12 mesi di trattamento si 

registra una riduzione media della frequenza delle crisi inferiore al 50% nel 45% dei 

pazienti, maggiore del 50% in un 35% dei casi e addirittura superiore del 75% nei restanti 
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(DeGiorgio et al., 2000). Tale percentuale tende ad aumentare negli anni successivi 

all'attivazione dell'impianto di stimolazione (Uthman et al., 2004).  

 

Possibili meccanismi di azione anticonvulsiva 

I meccanismi alla base dell’efficacia terapeutica della stimolazione del nervo vago 

nell’epilessia farmaco-resistente non sono stati ancora chiariti con precisione, in parte 

perché la stessa patofisiologia dell’epilessia è ancora parzialmente incompresa; infatti 

l’epilessia, così come anche i disturbi dell’umore possono essere determinati da cause 

diverse, ed esistono sottotipi diversi di queste patologie, ognuno dei quali è caratterizzato 

da una distinta fisiopatologia. 

Le convulsioni sono caratterizzate da un firing sincrono di popolazioni neuronali del 

sistema nervoso centrale e, questa osservazione ha condotto all’ipotesi che la terapia della 

stimolazione vagale sia in grado di desincronizzare l’attività corticale sincronizzata. 

Alcuni esperimenti su animali hanno dimostrato che un’alta frequenza e intensità di 

stimolazione vagale producono una sorta di desincronizzazione (Zanchetti et al., 1952; 

Chase et al., 1967) mentre una stimolazione a bassa intensità e frequenza indurrebbe una 

sincronizzazione (Magnes et al., 1967; Rojas et al., 2008) del tracciato. Uno studio su ratti 

di McLachlan (1993) dimostra come anche l’attività epilettiforme interictale si riduca 

significativamente durante e immediatamente dopo stimolazione. Solo più recentemente 

sono stati studiati gli effetti a lungo termine della VNS sull’EEG nell’uomo (Koo, 2001). 

Gli effetti consistevano in una riduzione progressiva nel tempo del clustering e spiking 

della traccia, con riduzione della frequenza e della durata dei parossismi e aumento degli 

intervalli liberi fra questi. In contrasto Hammond et al., (1992) hanno verificato che la 
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stimolazione acuta del nervo vago non riduce lo spiking focale sull’EEG durante i periodi 

interictali. Tuttavia, la stimolazione durante l’aura o subito dopo l’insorgenza di un 

episodio ictale era associata con una riduzione delle scariche sincrone (spiking), che, come  

ipotizzato dagli autori, ha prevenuto o interrotto le crisi epilettiche. La diversità delle 

frequenze di stimolazione e dell’accuratezza della metodologia utilizzata nell’analisi delle 

tracce EEG può rendere ragione della diversità dei risultati. Inoltre studi di risonanza 

funzionale (Bohning et al., 2001) hanno inoltre evidenziato aree di significativa attivazione 

nella corteccia orbito-frontale bilaterale, parieto-occipitale, temporale e nell’amigdala in 

corso di VNS con incremento diffuso dell’attività cerebrale e alterazione del pattern EEG. 

Mentre l’analisi sistematica dei meccanismi attraverso i quali la stimolazione vagale 

sopprime le convulsioni non è ancora stata capita, diverse considerazioni supportano 

l’ipotesi che le convulsioni vengano controllate mediante la regolazione del firing delle 

diffuse proiezioni afferenti al prosencefalo, come per esempio le proiezioni serotoninerche 

o noradrenergiche provenienti dal nucleo dorsale del raphe (DRN) e dal locus coeruleus 

(LC), rispettivamente (Dorr et Debonell, 2006). Più specificatamente si è supposto che la 

stimolazione vagale induca un diffuso arousal corticale secondario all’attivazione della 

formazione reticolare ascendente, da parte del LC, e del DRN a cui il nervo vago proietta 

direttamente od indirettamente attraverso il nucleo del tratto solitario (NTS) il principale 

sito terminale delle afferenze viscerali colinergiche del nervo vago (Kalia and Sullivan, 

1982; Kosel and Schlaepfer, 2003; Rutecki, 1990; Schachter and Saper, 1998).  

Inoltre si è proposto che il NTS e il LC agiscano come siti di controllo della diffusione 

delle crisi (Walker et al., 1999) ed è stato dimostrato che l’estrinsecarsi dell’effetto 

antiepilettico della VNS richiede l’integrità anatomica e funzionale di questi nuclei (Krahl 
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et al., 1998), quella delle vie che li interconnettono (Naritoku et al., 1995) e che li 

collegano al nucleo parabrachiale e all’ippocampo (Castle et al., 2005). 

Considerando l’estesa diffusione delle connessioni del NTS (Saper, 1995), la VNS media 

effetti elettrici e neurochimici attraverso molteplici meccanismi. È stato dimostrato che un 

incremento del GABA o un decremento del glutamato nel NTS riduce la suscibilità del 

sistema limbico alle crisi (Magdaleno- Madrigal et al., 2002).  

Studi sul liquor nell’uomo e nel ratto, hanno mostrato, in corso di VNS, cambiamenti nella 

concentrazione di diversi aminoacidi e neurotrasmettitori che potrebbero giocare un ruolo 

nella sua azione antiepilettica (Giorgi et al., 2004). È stato dimostrato ad esempio un 

aumento significativo della concentrazione totale e libera di GABA (Marrosu et al., 2003), 

della noradrenalina e serotonina (Carpenter et al., 2004), di acido 5-idrossiindolacetico ed 

etanolamina (Ben Menachem et al., 1995) mentre diminuisce quella di glutammato e 

aspartato (Hammond et al., 1992). Uno studio recente ha inoltre dimostrato l’aumento di 

fattori neurotrofici come il fattore neurotrofico prodotto dal cervello (BDNF) e il fattore di 

crescita dei fibroblasti (bFGF) a livello dell’ippocampo e della corteccia del cervello di 

ratto (Follesa et al., 2007) dimostrando che la VNS in acuto influenza il trofismo 

neuronale. Queste modificazioni dell’espressione di neurotrasmettitori e fattori di crescita 

determinano altrettante modificazioni morfologiche, funzionali e sinaptiche a livello 

corticale, e hanno un’azione plastica e trofica cerebrale, con conseguente azione 

neuroprotettiva e riparativa e innalzamento della soglia convulsiva (Marrosu et al., 2003).  

La VNS causa aumento del flusso ematico entro 18 ore dall’inizio della stimolazione a 

livello dell’ipotalamo, talamo, corteccia dell’insula e cervelletto mentre a livello 

dell’ippocampo, amigdala e giro del cingolo si osserva una riduzione del flusso sanguigno; 
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anche queste osservazioni sono in accordo con l’ipotesi dei diffusi effetti della 

stimolazione vagale sull’attività neuronale (Henry et al., 1998). L’incremento acuto del 

flusso sanguigno al talamo durante la stimolazione vagale é correlata con le riduzioni 

croniche nella frequenza delle crisi convulsive (Henry et al., 1999). Da studi effettuati 

mediante tomografia a emissione di positroni (PET) si è potuto constatare che, dopo la 

terapia cronica, la stimolazione del nervo vago ha continuato ad aumentare il flusso 

sanguigno nelle stesse regioni subcorticali che venivano attivate in acuto, ma le regioni 

corticali manifestavano un’attivazione molto inferiore (Henry et al., 2004). L’aumento del 

flusso sanguigno a livello corticale sembrerebbe una spia della precoce espressione del 

gene c-Fos e dell’attivazione neurochimica della sintesi di neurotrofine che poi nel tempo 

causerebbero l’aumento della densità recettoriale GABAa (Marrosu et al., 2003). 

 

Espressione della proteina c-Fos dopo stimolazione del nervo vago 

Alcuni studi hanno esaminato la capacità della VNS di attivare regioni del cervello usando 

l’incremento della proteina c-Fos (Currant and Morgan., 1995; Herdegen and Leah., 1998) 

come misura di attivazione neuronale (Gieroba and Biessing., 1994; Naritoku et al., 1995; 

Osharina et al., 2006). Questi studi hanno misurato la capacità della VNS, per un periodo 

di circa 30-180 minuti, di incrementare la proteina c-Fos sia nei ratti che nei conigli. 

Cunningham e colleghi (2008) hanno esaminato, a differenza dei lavori precedenti, 

l’effetto della stimolazione vagale in ratti svegli, in modo tale da evitare qualsiasi 

coinvolgimento dell’effetto dell’anestetico che può incrementare l’espressione di c-Fos nel 

cervello (Takayama et al., 1994) mascherando di conseguenza l’effetto della VNS in 

quanto potrebbe alterare la soglia di attivazione dei differenti tipi di fibre che costituiscono 
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il nervo vago (Woodbury and Woodbury., 1990). Dato l’uso sperimentale e clinico a breve 

e lungo termine della VNS, si è studiato l’effetto della VNS sia in acuto (2 ore) che in 

cronico (3 settimane) utilizzando rispettivamente come marker di attivazione c-Fos e delta-

FosB. L’utilizzo dell’uno o dell’altro marcatore neuronale in acuto ed in cronico è dovuto 

al tempo di attivazione e permanenza nella cellula della proteina Fos. Il picco di attivazione 

della proteina c-Fos è contenuto tra la prima e la terza ora dalla stimolazione (Kovaks., 

1998) mentre FosB viene attivato tardivamente e la sua attivazione persiste più a lungo 

suggerendo che l’espressione di questa molecola possa essere utilizzata come marcatore 

dell’attivazione neuronale cronica (Nestler., 2004). 

La VNS acuta, usando parametri meno invasivi utilizzati nella terapia clinica (20 Hz, 

ampiezza dello stimolo di 500 μsec, 0.25 mA, 30 sec on, 5 min off) incrementa 

l’espressione di c-Fos nel nucleo del tratto solitario, nucleo parabrachiale, locus ceruleus, 

BST ventrale, e nucleo paraventricolare dell’ipotalamo. Non sono stati rilevati però 

incrementi a livello delle aree sub-corticali e corticali come registrato in studi di imaging   

(Barnes et al., 2003; Henry et al., 1998, 2004). Forse questo è dovuto ai parametri di 

stimolazione utilizzati, non sufficienti per attivare determinate strutture, oppure è possibile 

che in alcune regioni come l’amigdala od il nucleo supraottico, la VNS sia associata a 

qualche meccanismo inibitorio che potrebbe riflettersi in cambiamenti dell’espressione di 

c-Fos (Cunningham et al., 2008). Questi sono dati da interpretare con cautela in quanto 

altri lavori hanno dimostrato che utilizzando sostanziali parametri di stimolazione in acuto 

(30 Hz, durata dell’impulso 500μsec, 1 mA) si induce un’elevata espressione di c-Fos 

anche in strutture limbiche come i nuclei posteromediali corticali dell’amigdala, nella 

corteccia cingolata e corteccia cerebrale retro spleniale e una moderata espressione anche 

nella corteccia peririnale, e nel diencefalo sono state rilevate strutture attivate come 
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l’abenula, nucleo posteromediale del talamo e nucleo ventromediale ipotalamico ed 

arcuato. Nel tronco encefalico il LC, nucleo A5, nucleo cocleare e paratrigeminale e per 

quanto riguarda i nuclei vagali: Nucleo solitario e nucleo motore dorsale del vago, mentre 

non è stata rilevata alcuna marcatura nell’ippocampo, corteccia piriforme e corteccia 

entorinale, nucleo del rafe e nella substanzia nigra (Naritoku et al., 1995). Per quanto 

riguarda la stimolazione in cronico, Cunningham et al., 2008, hanno mostrato che la VNS 

induce l’attivazione della proteina FosB in misura minore nelle regioni attivate dalla 

proteina c-Fos durante stimolazione acuta, sebbene vada ad attivare regioni non attivate 

dalla stimolazione in acuto come il nucleo dorsale del rafe e corteccia cingolata. La 

proteina c-Fos è associata all’attivazione di vari recettori come N-metil-D-aspartato 

(Herrera, 1990), muscarinici (Hughes et al., 1993) recettori noradrenergici e anche canali 

del calcio voltaggio dipendenti (Murphy et al., 1991). La differente espressione della 

proteina Fos a diversi parametri potrebbe essere dovuto alla differente scarica dei neuroni 

dei diversi nuclei che modulano l’incremento di differenti neurotrasmettitori implicati 

nell’attivazione neuronale.   
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Nervo trigemino  

Il nervo Trigemino è il quinto dei nervi cranici, origina dalla superficie laterale del tronco 

encefalico ed emerge dalla porzione centrale del ponte. Esso trasmette la maggior parte 

delle informazioni sensoriali provenienti, dalla cute della faccia, dalla congiuntiva, dal 

globo oculare inclusa la cornea, dalle meningi della fossa cranica anteriore e media, dal 

tentorio del cervelletto, dalle pareti dei vasi del poligono di Willis, dalla mucosa buccale, 

dai due terzi anteriori della lingua, dalla mucosa dei seni frontali e mascellari, dai denti e 

dalla mucosa nasale e fornisce l’innervazione motoria dei muscoli della mandibola e 

nell’animale innerva anche le vibrissae. Nel sistema trigeminale sono presenti fibre che 

ritrasmettono informazioni sensoriali di modalità diversa che proiettano a nuclei distinti del 

tronco dell’encefalo. A livello periferico si divide in tre rami principali: oftalmico, 

mandibolare e mascellare. I rami oftalmico e mascellare sono nervi sensoriali puri, mentre 

il ramo mandibolare contiene sia fibre sensoriali che motrici.  

Il trigemino è quindi un nervo misto che dal punto di vista funzionale è l’equivalente di un 

nervo spinale. A pari di quanto avviene a livello spinale, i rami centrali delle fibre 

sensoriali e gli assoni motori penetrano ed escono dal tronco dell’encefalo da punti distinti 

come radici sensoriale (afferente) e motoria (efferente). Le fibre somatosensitive hanno 
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origine dai protonueroni localizzati nel ganglio semilunare (di Gasser) e penetrano, accanto 

all’emegenza della radice motoria del nervo, nella superficie ventrolaterale del ponte, per 

terminare nel nucleo somatosensitivo del trigemino. A questa organizzazione anatomica 

non si uniformano i corpi cellulari di una classe funzionale dei neuroni sensoriali 

trigeminali, i neuroni propriocettivi, che si trovano all’interno del sistema nervoso centrale, 

a livello del nucleo mesencefalico del trigemino (Me5). Questo nucleo è l’unica 

formazione del sistema nervoso centrale in cui sono presenti i corpi cellulari di neuroni 

afferenti primari. I corpi cellulari delle fibre motorie formano il nucleo motore del 

trigemino che si trovano a livello del ponte. 

 

Sistema trigeminale sensitivo 

I nuclei sensitivi trigeminali si estendono dal mesencefalo sino agli ultimi segmenti del 

midollo spinale e sono divisi in 3 gruppi principali: nucleo mesencefalico (Me5), nucleo 

sensitivo principale (Pr5) ed il nucleo spinale trigeminale (Sp5). Il nucleo Sp5 a sua volta è 

diviso a sua volta nelle parti orale (Sp5O), interpolare (Sp5I) e caudale (Sp5C). Il 

complesso trigeminale contiene ulteriormente il nucleo motorio trigeminale (Mo5) mediale 

al Pr5, il nucleo supratrigeminale (Su5) situato nel bordo dorsomediale del Pr5 e il nucleo 

intertrigeminale che si trova nella superficie laterale della medulla, parzialmente inserito 

nel tratto spinale trigeminale. Mo5, Su5 ed il nucleo intertrigeminale sono associati con i 

riflessi masticatori ed al controllo dei movimenti mascellari. La funzione del nucleo 

paratrigeminale non è stata ancora stabilita, esso riceve input da afferenze primarie dalla 

cornea e da strutture intraorali e potrebbe giocare un ruolo nei riflessi nocicettivi viscerali.  
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Le afferenze che arrivano ai nuclei sensitivi trigeminali entrano nel tronco encefalico 

attraverso la radice sensitiva trigeminale, adiacente alla radice trigeminale motoria e le 

afferenze con il soma centrale passano rostralmente al Me5. Tutte le altre afferenze entrano 

nel tratto trigeminale a livello laterale del ponte, alcune biforcano per dare una branca 

dorsale al Pr5 e una branca discendente lungo il tratto spinale; le rimanenti afferenze 

discendono semplicemente nel tratto. Tutte emettono un numero di collaterali dirette 

medialmente che sinaptano con i nuclei trigeminali adiacenti.  

Le afferenze presentano un’organizzazione somatotopica, le proiezioni mandibolari 

terminano dorsalmente e quelle oftalmiche ventralmente; In Sp5C le terminazioni 

mandibolari sono più dorsomediali rispetto a quelle oftalmiche che sono posizionate 

ventrolateralmente. Inoltre è presente un’organizzazione mediolaterale nei nuclei Pr5, 

Sp5O e Sp5I che ricevono nella regione laterale proiezioni dalla regione caudale della pelle 

e del naso e terminano medialmente nella regione rostrale della faccia. Tuttavia in Sp5C 

questo pattern è modificato. Infatti il nucleo caudale presenta al suo interno una 

distribuzione rostrale delle afferenze dal naso e dalla faccia e, gli input provenienti dalla 

regione posteriore della faccia terminano all’interno del nucleo a livelli sempre più caudali. 

Per Sp5C, come nel corno dorsale, differenti recettori e tipi di fibre afferenti terminano in 

lamine differenti. 

Le afferenze trigeminali proiettano anche ad altre aree come il nucleo del tratto solitario, la 

formazione reticolare parvocellulare ed il midollo spinale rostrale (Jacquin et al., 1983 b; 

Marfurt and Rajchert, 1991). Le terminazioni delle proiezioni trigeminali sono 

principalmente ipsilaterali, benchè qualche collaterale sia presente per Sp5C, in particolare 

dalle afferenze mandibolari ed oftalmiche attraverso campi recettivi mediani (Jacquin et 

al., 1990 b; Marfurt and Rajchert, 1991; Panneton et al., 1991). Nei roditori 
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l’organizzazione delle terminazioni nei nuclei spinali trigeminali è chiaramente visibile 

nelle afferenze delle vibrisse (Nord, 1967; Arvidsson, 1982). Nel ratto ogni vibrissa è 

associata ad un territorio denominato “bariletto”.  Sono state osservate 3 rappresentazioni 

delle vibrisse in Pr5, Sp5I ed Sp5C (Belford and Killackey, 1979; Durham and Woolsey 

1984; Ma, 1991); e sebbene Sp5O riceve terminazioni dalla vibrisse , non è evidente 

nessun territorio o barilotto. Nelle sezioni orizzontali le terminazioni dei baffi sono 

osservabili come lunghe colonne rostro caudali lungo i nuclei (Bates and Killackey, 1979; 

Ma, 1991). Le singole afferenze dalla vibrissa, dalla pelle o dalle strutture orali spesso 

forniscono collaterali a tutti i subnuclei (Hayashi, 1980, 1985). Inoltre le afferenze delle 

vibrisse proiettano a tutti i quattro nuclei, più densamente a livello di Pr5, nel Sp5O e nel 

Sp5I rostralmente e nel Sp5C specialmente nella lamina 1 e 2 (Marfurt and Turner, 1984). 

A livelli ultrastrutturali, le terminazioni afferenti primarie in tutti i nuclei sono spesso 

circondati da un numero di dentriti formando un complesso sinaptico conosciuto come 

glomerulo (Ide and Killackey, 1985; Falls, 1986). 

 

Nucleo trigeminale mesencefalico 

Me5 forma una banda ristretta di cellule che si estendono dal margine rostrale del nucleo 

sensitivo principale al collicolo superiore del mesencefalo rostralmente al nucleo motorio 

trigeminale. I rami periferici dei neuroni del nucleo mesencefalico del trigemino innervano 

i recettori da stiramento dei muscoli della mandibola e i meccanocettori del legamento 

periodontale. La maggior parte delle fibre periferiche dei neuroni del nucleo mesencefalico 

decorre nella branca mandibolare del trigemino. Un ramo collaterale delle fibre di questi 

neuroni proietta direttamente, attraverso il tratto mesencefalico del trigemino, al nucleo 
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motore del trigemino. Da quest’arco riflesso origina il riflesso masseterino che determina 

la contrazione dei muscoli masseteri in risposta ad una pressione esercitata sui denti 

dall’arcata mandibolare o all’abbassamento della mandibola. Nel ratto la maggior parte 

delle cellule sono pseudounipolari ma contrariamente alle altre afferenze primarie le cellule 

ricevono sinapsi serotoninergiche e probabilmente anche quelle dopaminergiche. I loro 

assoni biforcando proiettando perifericamente nella radice trigeminale e centralmente alle 

regioni come il nucleo motore trigeminale e nucleo ipoglosso, i nuclei trigeminali sensitivi 

Pr5 e Sp5O, il nucleo del tratto solitario, nucleo supratrigeminale e al nucleo parvocellulare 

(PCRt). 

 

Nucleo principale sensitivo 

A questo nucleo giungono le fibre che mediano la sensibilità tattile della faccia.Il Pr5 è 

situato lateralmente al ponte. Rostralmente ha inizio a livello del polo rostrale del Mo5 e si  

estende caudalmente a livello del polo rostrale del nucleo facciale dove presenta contiguità 

con Sp5O. Il Pr5 contiene un’alta densità di neuroni di media e piccola dimensione.  

La maggior parte di questi neuroni contengono parvalbumina o GABA inoltre ci sono 

anche neuroni di grandi dimensioni, soprattutto dorsalmente, immunoreattivi alla 

calbindina. 

I neuroni di secondo ordine del nucleo sensitivo principale proiettano al talamo. La 

maggior parte delle fibre che originano da questo nucleo decorre nel lemnisco trigeminale, 

che, dopo essersi decussato, si congiunge con il lemnisco mediale e raggiunge il nucleo 

ventrale posteriore controlaterale del talamo. Alcuni neuroni della regione dorsomediale 

del nucleo sensitivo principale danno origine ad un piccolo tratto che termina a livello del 
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nucleo ventrale posteriore ipsilaterale del talamo (VPM). Oltre alle connessioni talamiche, 

il Pr5 proietta in modo sparso anche al cervelletto, Mo5, collicolo superiore, zona incerta e 

al nucleo ipoglosso.  

 

                 Subnucleo Orale 

Rostralmente e’ contiguo con il Pr5. Contiene cellule di grandi dimensioni (30-50 micron) 

come anche cellule di media e piccola grandezza, alcune contengono parvalbumina, 

calbindina, o glutammato. Tipicamente le cellule del subnucleo orale presentano campi 

dentritici diffusi: una caratteristica che accomuna i nuclei spinali in quanto sono 

considerati prevalentemente un aggregato di interneuroni intercalati tra le fibre afferenti 

primarie ed i nuclei motori del trigemino e di altri nervi cranici. Sp5O fornisce la maggior 

parte delle sue proiezioni al nucleo facciale (Erzurumlu e Killackey, 1979). Altre 

proiezioni giungono al VPM, al Pr5, al midollo spinale, zona incerta e al nucleo pretectale 

anteriore.  

 

Subnucleo Interpolare 

Il nucleo interpolare rostralmente è contiguo con Sp5O e caudalmente è in continuità con il 

nucleo caudale spinale. È il più ampio dei nuclei trigeminali sensitivi e contiene neuroni di 

varia dimensione. Molte cellule contengono parvalbumina, calbindina, o GABA, e qualche 

neurone è glutammatergico. Sono comuni in questo nucleo risposte a basse soglie dovuti 

ad input, come i movimenti della vibrissa nei ratti, e inoltre sono state riportati risposte 

nocicettive dopo stimolazione della cornea nel Sp5I caudale. Come in Sp5O ma non nel 

Pr5, i campi dentritici delle cellule nel Sp5I sono tipicamente diffusi (Jacquin et al., 
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1988b). Le principali proiezioni dal nucleo si dirigono direttamente e/o indirettamente 

verso il cervelletto, attraverso il nucleo olivare e al collicolo superiore. Inoltre, esistono 

proiezioni verso il VPMe, nucleo posteriore talamico (Po), zona incerta, e nucleo prectetale 

anteriore. Alcune cellule del nucleo proiettano contralateralmente  al talamo e al collicolo 

superiore ed al cervelletto. 

 

 

Subnucleo caudale 

Si estende fino ai primi segmenti del midollo spinale con il quale è in continuum. Come il 

corno dorsale, possiede un arrangiamento laminare, con uno strato marginale ( Lamina 1) 

sostanza gelatinosa (lamina2 ) e una lamina magnocellulare (lamina 3 e 4). La lamina 1 

contiene una grande varietà cellulare con poche cellule di grandi dimensioni multipolari 

allineate parallele al tratto spinale. La lamina 2 presenta principalmente piccole cellule, 

ovali e fusiformi; Le cellule contengono GABA, glutamato, o aspartato in tutte le lamine e 

in particolare le cellule nelle lamine 1 e 2 sono parvalbumina o calbindina- positive.  La 

lamina 1 proietta al VPM, al nucleo gelatinoso, e ai nuclei intralaminare e posteriore. I 

neuroni della lamina 1 e 2 proiettano al nucleo del tratto solitario e la zona incerta. Lo 

strato magnocellulare proietta al nucleo facciale, e anche ai nuclei trigeminali rostrali. 

Tradizionalmente la proiezione che lega il nucleo caudale con il talamo è stata reputata 

responsabile della sensibilità termica e nocicettiva proveniente da input del cranio, 

analogamente al corno dorsale e alla via spinotalamica nel midollo spinale. Sp5C fornisce 

proiezioni intranucleari a tutti gli altri nuclei trigeminali, importanti nella modulazione 

delle risposte dei nuclei più rostrali. 
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                 Stimolazione trigeminale ed epilessia 
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Recenti studi hanno dimostrato che la stimolazione del nervo trigemino e le strutture ad 

esso connesse diminuisce, attraverso un meccanismo di inibizione, la frequenza delle crisi 

epilettiche. (Fanselow et al., 2000; Magdaleno-Madrigal et al., 2002; Walker et al., 1999; 

Sasa et al., 1995; Hoskin et al., 2001). Le connessioni che potrebbero giocare un ruolo 

importante nell’inibizione del firing neuronale sono quelle che interconnettono i nuclei 

trigeminali al nucleo del tratto solitario (NTS), locus ceruleus (LC) e la formazione 

reticolare (FR). Nel gatto La stimolazione del nucleo del tratto solitario ritarda l’inizio 

delle crisi indotte dalla stimolazione cronica dell’amigdala (Magdaleno-Madrigal et al., 

2002). Inoltre, i nuclei trigeminali hanno estese proiezioni al LC e a strutture del 

mesencefalo implicate nella produzione di neurotrasmettitori catecolaminergici epinefrina 

e norepinefrina (Sasa et al., 1995; Hoskin  et al., 2001). La stimolazione del locus ceruleus 

è implicato nell’effetto anticonvulsivante della stimolazione del nervo vago, in quanto 

sopprime la scarica epilettica indotta da agenti che inducono le crisi come il cobalto e la 

penicillina (Weiss et al., 1990). 

Il Locus ceruleus potrebbe essere implicato nella stessa azione antiepilettica che associa la 

VNS con la TNS. Sulla base di questi studi, Fanselow e colleghi hanno usato la 

stimolazione del nervo trigemino nel ratto con crisi indotte con iniezione di 

pentilentetrazolo e De Giorgio e colleghi hanno iniziato un trial clinico sulla stimolazione 

del nervo infraorbitario e nervo sovraobitario in pazienti affetti da epilessia parziale 

farmaco resistente.  

 

 

Stimolazione del nervo nell’animale 
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Il gruppo di Fanselow et al., (2000) ha effettuato la stimolazione trigeminale su ratti in cui 

sono state indotte sperimentalmente le convulsioni tramite l’agente convulsivante 

pentilentetrazolo (PTZ). I ratti sono stati impiantati chirurgicamente con una serie di 

elettrodi nello strato V della corteccia somatosensitiva e nel talamo somatosensoriale per 

registrare l’attività elettrica in 16 siti distinti di queste aree. L’iniezione intraperitoneale di 

PTZ (40mg/Kg) ha indotto crisi toniche-cloniche generalizzate con una durata di circa 4 

secondi e una frequenza di 4 per minuto per 2 ore circa. Per attivare correttamente il nervo 

trigemino è stato impiantato attorno alla branca infraorbitaria del V nervo un elettrodo a 

cuffia. Questa branca trigeminale trasporta gli input somatosensoriali dai baffi del ratto al 

ganglio trigeminale il quale proietta ai nuclei trigeminali tronco encefalici. Questi nuclei 

proiettano al nucleo mediale ventroposteriore e posteriore del talamo, le cui afferenze 

raggiungono la corteccia somatosensitiva primaria. In questo studio il nervo trigemino è 

stato stimolato a diversi treni di impulso al variare della frequenza e della corrente. I 

parametri di stimolazione sono stati liberati con un ciclo continuo di 1 minuto on ed un 

minuto off. Le crisi registrate sono state quantificate in 3 modi: Numero di crisi, durata e 

integrazione dell’attività della crisi. Quest’ultima quantificazione è stata ottenuta mediante 

la misura di tutte le attività delle crisi calcolate attraverso l’integrazione del valore assoluto 

dei segnali dei potenziali locali registrati a livello di ogni singolo elettrodo a livello 

talamico e corticale. 

Durante la stimolazione del nervo si è osservata una riduzione dell’attività delle crisi nel 

talamo e nella neocorteccia. Tra gli animali è stata osservata una diminuzione dell’attività 

elettrica convulsiva del 78% usando una frequenza di stimolo di 100 Hz ed un’intensità di 

11 mA, facendo presupporre che l’effetto anticonvulsivo sia dipendente sia dalla frequenza  
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che dell’intensità dello stimolo. Inoltre anche il comportamento convulsivo dell’animale ha 

mostrato un miglioramento concomitante al miglioramento elettrografico. L’incremento 

dello stimolo a frequenze maggiori di 100 Hz non migliora l’effetto anticonvulsivante e 

con frequenze minori di 50Hz, soprattutto a 10 Hz si è riscontrato un incremento della 

durata delle crisi, con un picco massimo registrato a 10 Hz. Inoltre si è dimostrato che la 

riduzione delle crisi è in funzione dell’aumento dell’intensità dello stimolo, 

presumibilmente in quanto elevati livelli di corrente attiva più fibre nel nervo stimolato. 

Per quanto riguarda gli effetti collaterali, gli animali non hanno subito alterazioni a livello 

cardiaco e non hanno mostrato fastidio dovuto alla stimolazione. 

 

Efficacia della stimolazione bilaterale 

A differenza della VNS, nella quale viene stimolato solo il vago di sinistra per evitare 

effetti collaterali cardiaci, la TNS può essere applicata ad entrambi i nervi trigeminali 

simultaneamente (DeGiorgio et al., 2000; Handforth et al., 1998; De Giorgio et al., 2006, 

2009). Tuttavia ancora non si conosce se questo può migliorare l’efficacia della TNS o se 

la stimolazione unilaterale è sufficiente da sola ad ottenere il massimo effetto terapeutico. 

Nell’animale, in cui entrambi i nervi infraorbitali sono stati stimolati, prima 

individualmente e poi simultaneamente, si è dimostrato che nella stimolazione bilaterale è 

sufficiente un’intensità di corrente di 7mA per ottenere un decremento della frequenza 

delle crisi al 75%, mentre con la stimolazione unilaterale lo stesso grado di riduzione delle 

crisi è accompagnato ad una corrente di 11 mA (Fanselow et al., 2000). Questo risultato ha 

suggerito che gli effetti della TNS incrementano attraverso la stimolazione di siti multipli. 

Gli effetti elettrografici (e comportamentali) sono stati identici per ogni sito stimolato. In 
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ultimo Fanselow ha proposto un nuovo protocollo di stimolazione in tempo reale dopo 

rilevazione automatica delle crisi capace di sopprimere l’attività ictale sul nascere, 

risultando più efficace della stimolazione periodica. Un paradigma che se trasferito 

all’uomo, consentirebbe di raggiungere un alto grado di controllo delle crisi per di più con 

una riduzione dell’apporto globale di stimolazione rispetto ad esempio alla VNS continua e 

intermittente. Un modello simile è quello della stimolazione cerebrale profonda, 

implementata con un rilevatore di attività critica con un algoritmo di predizione di diversi 

minuti/secondi prima dell’inizio comportamentale della crisi, metodica ancora 

sperimentale e con scarsa casistica. La possibilità di una soluzione analoga di stimolazione 

automatica con trigger di un nervo superficiale come il trigemino potrebbe, considerata la 

minore invasività, rendere questa nuova proposta terapeutica più accettabile e fruibile.  

 

Studi sull’uomo 

Sulla scorta di modelli sperimentali animali, recenti studi di De Giorgio (2003, 2006, 2009) 

propongono per la prima volta la TNS nell’uomo, come trattamento di neurostimolazione 

sostitutivo della VNS, in quanto applicabile bilateralmente e meno invasivo. Gli studi sono 

stati condotti a partire, dal 2001, su 30 soggetti affetti da crisi parziali complesse (CPS), 

farmacoresistenti, con frequenza di 3 crisi mensili, in buone condizioni mediche e 

cardiache, con anamnesi negativa per nevralgia trigeminale, in politerapia con AED. Sui 

pazienti si è proceduto alla stimolazione esterna del nervo infraorbitale e sovraorbitale con  
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un neurostimolatore manuale, con impulsi della durata di 250 microsecondi, a una 

frequenza di 120 Hz, con fasi on e off di 20-30 secondi l’una. Nel primo studio si è 

stimolata solo la branca infraorbitaria (De Giogio et al., 2003), nel secondo anche quella 

sovraorbitaria (De Giorgio et al., 2006). Gli studi iniziali si sono basati principalmente 

sulla sicurezza e sulla praticabilità, come anche sull’intensità dello stimolo che è stata 

adattata alla soglia del dolore del paziente. In questi casi sono stati tollerati senza disagio 

stimoli ≤25 mA. La percezione del dolore veniva valutata con una scala di intensità da 1 a 

10. La pressione arteriosa e la frequenza cardiaca sono state monitorate nella prima ora di 

stimolazione e dopo 24 ore dall’inizio, senza modificazioni significative. La durata del 

trattamento, unilaterale con alternanza di lato ogni 24 ore, variava da 3 a 6 mesi. A 12 mesi 

dalla stimolazione ciò che si è ottenuto è un dimezzamento della frequenza media delle 

crisi del 50%. Nello studio del 2009, sono stati testati tredici soggetti a 1, 3, 6, 12 mesi, la 

maggior parte con stimolazione sovraorbitaria bilaterale. Sette soggetti hanno completato il 

ciclo di stimolazione, e ben cinque di questi hanno riportato a 6 e 12 mesi una riduzione di 

oltre il 50 % della frequenza delle crisi. Un paziente ne ha sperimentato addirittura una 

riduzione del 90%. Gli elettrodi per la TNS in quanto esterni possono essere tolti e rimessi 

giornalmente, e la stimolazione può durare per anni e alcuni pazienti hanno usato il 

dispositivo per più di 5 anni. 

Questi risultati tuttavia per quanto incoraggianti sono da considerarsi con cautela a causa 

del numero ridotto dei pazienti stimolati, di un possibile effetto placebo del trattamento, 

non scartato con stimolazioni sham, e del mancato monitoraggio elettroencefalografico dei 

pazienti che ha impedito di correlare il miglioramento clinico a quello elettrico, sia 

attraverso una quantificazione dei ritmi EEG che un conteggio automatico o manuale delle  
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anomalie epilettiformi intercritiche, prima e dopo stimolazione cronica. Inoltre quasi la 

metà dei pazienti ha abbandonato lo studio a 1 o 3 mesi, per il disagio e imbarazzo degli 

elettrodi a vista, per quanto camuffati da un berrettino, pur senza riferire effetti collaterali.  

Problema tuttavia superabile in caso di riconoscimento della metodica come terapia 

antiepilettica allorché si provvederà a un impianto chirurgico sottocutaneo e cronico degli 

elettrodi. Il pregio di questi studi di De Giorgio è stato comunque quello di dimostrare 

l’applicabilità della TNS in cronico, di provarne l’efficacia nelle forme di epilessia focale 

dopo il modello di crisi generalizzate degli studi animali di Fanselow, di testarne l’efficacia 

anche per stimolazioni non dolorifiche, di rilevarne la tollerabilità a lungo termine anche 

per stimolazioni bilaterali, senza la comparsa di effetti collaterali autonomici né di dolore 

nevralgico facciale. Inoltre il gruppo di De Giorgio sta completando studi PET, per andare 

a valutare quali siano le strutture che vengono attivate durante la stimolazione trigeminale. 

Questo lavoro andrà a vantaggio nella comprensione del meccanismo attraverso il quale la 

nuova terapia di neuro modulazione agisce. I dati clinici degli studi americani di De 

Giorgio, a favore di un effetto antiepilettico della TNS cronica, non sono supportati da 

altrettanti dati EEG nell’uomo. 

Sulla base di questi studi, Todesco e colleghi (2008) hanno analizzato l’effetto della TNS 

sul tracciato elettroencefalografico in pazienti epilettici farmacoresistenti. È stata effettuata 

stimolazione trigeminale elettrica transcutanea a breve termine del nervo infra o 

sovraorbitario, uni e bilateralmente, in due separate sedute. Gli stimoli sono stati erogati 

con un neurostimolatore alimentato a batterie. Ogni stimolazione constava di 10 treni 
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intermittenti di stimolo erogati a una frequenza di 120Hz e durata d’impulso di 250 s, con 

forma d’onda quadra bifasica, per un periodo on di stimolazione di 30s ogni minuto di  

registrazione, ad un’intensità individuale alla soglia del dolore.  Il protocollo osservato, è 

quello adottato negli studi clinici americani di De Giorgio (2003, 2006, 2009). Nella fase di 

applicazione ogni soggetto era tenuto a informare di disagi legati allo stimolo e a segnalare 

la comparsa di crisi quando in grado di farlo. Si è presa nota inoltre di ogni interferenza 

ambientale esterna alla registrazione, della data e ora dell’ultima crisi, e di ogni recente 

revisione terapeutica nonché assunzione di psicofarmaci quali ipnoinducenti o ansiolitici, 

prima della seduta sperimentale. Nello specifico nello studio si sono valutate eventuali 

modificazioni sia nel ritmo di fondo che dell’attività epilettica intercritica, con particolare 

attenzione a reazioni di sincronizzazione e de sincronizzazione del tracciato. Ogni 

registrazione EEG è stata eseguita sia in condizioni basali sia in corso che dopo 

stimolazione trigeminale. I dati di questo studio pilota indicano che la stimolazione 

elettrica transcutanea della branca sovra e infraorbitaria del nervo trigemino desincronizza 

l’attività EEG. Sia nei sani che nei pazienti con EPFR si è riscontrato un incremento delle 

attività rapide e della frequenza media. Nei malati in aggiunta si è osservata una riduzione 

della potenza della banda teta, maggiore sulle regioni anteriori frontotemporali in 

coincidenza con la localizzazione dei focolai epilettogeni. La risposta ottenuta si è 

potenziata con la stimolazione bilaterale in entrambi i gruppi. Ciò significa che la 

stimolazione unilaterale della branca sia sovra che infraorbitaria, come anche dimostrato 

negli studi animali di Fanselow (2000), ha effetti biemisferici e che la stimolazione 

bilaterale non può che rafforzarli. 
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Meccanismo d’azione della TNS 

Il meccanismo attraverso il quale i nervi cranici riducono l’attività delle crisi non è ancora 

del tutto conosciuto. Alcuni studi hanno suggerito il coinvolgimento di neuromodulatori 

rilasciati da nuclei del tronco encefalico. Per esempio, Krahl e colleghi (1998) hanno 

mostrato che lesioni del LC, nucleo noradrenergico del tronco encefalico, blocca gli effetti 

anticonvulsivi della VNS. Recenti studi (Raedt et al., 2001) hanno mostrato che la VNS 

aumenta i livelli di norepinefrina nell’ippocampo. Non si conosce se lo stesso effetto 

potrebbe essere indotto dalla TNS. Inoltre il sistema di attivazione reticolare, inclusa la 

formazione reticolare del tronco encefalico, è implicato nel ridurre l’attività delle crisi, 

principalmente in quanto la stimolazione di questa regione è conosciuta per il suo firing 

desincronizzante nella neocorteccia (Moruzzi and Magoun, 1949). È probabile che gli 

effetti indotti dalla stimolazione dei nervi cranici, inclusa la TNS, siano dovuti a 

meccanismi multipli. La prova di ciò nasce dalle differenti scale temporali attraverso il 

quale la stimolazione diventa efficace. Per esempio, Fanselow, (2000), ha mostrato che la 

TNS ha un immediato effetto sull’attività delle crisi se lo stimolo viene liberato proprio 

quando la crisi è sul nascere. Inoltre si sono manifestati degli effetti a lungo termine dovuti 

alla stimolazione dei nervi cranici, in quanto sono state osservate diminuzioni della 

frequenza e della severità delle crisi nella stimolazione in cronico (De Giorgio et al., 2000; 

Morris et al., 1999; Uthman et al., 2004; Revesz et al., 2008). Questi dati suggeriscono che 

la TNS potrebbe causare alterazioni dell’attività elettrica a lungo termine che potrebbero 
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dipendere da cambiamenti mediati geneticamente nelle funzioni del cervello come 

mostrato nella VNS (Morris et al., 1999; Uthman et al., 2004; Revesz et al., 2008). 

Nessuno di questi meccanismi implicati nella riduzione delle crisi sono mutuamente 

esclusivi ma potrebbero operare simultaneamente per ridurre la frequenza delle crisi. 
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OBIETTIVI 

 I dati in letteratura sugli effetti della stimolazione elettrica trigeminale hanno dimostrato 

un possibile effetto desincronizzante sia nell’animale che nell’uomo. Nessuna analisi però 

ha ancora evidenziato quali siano le aree coinvolte nell’azione anticonvulsiva benchè si 

conoscano quali siano le proiezioni che dal nervo infraorbitale innervano i nuclei 

trigeminali e da qui afferiscono a diversi nuclei tronco encefalici e centrali.  

      Lo scopo di questo lavoro è stato pertanto quello di indagare, per la prima volta 

nell’animale, gli effetti della TNS acuta sull’attività cellulare di aree coinvolte nella 

fisiopatologia dell’epilessia a determinati parametri di stimolazione che sono all’interno di 

un ampio range di parametri ritenuti efficaci nell’azione anticonvulsiva della VNS.  

                  Nello specifico lo studio è stato finalizzato a: 

 Valutare una differenza dell’espressione di c-Fos tra animali TNS e Sham nella 

corteccia frontoparietale nell’area somatosensitiva, amigdala e nucleo endopiriforme. 

 Misurare differenze significative tra la regione controlaterale ed ipsilaterale la 

stimolazione all’interno dello stesso gruppo sperimentale TNS. 

 Verificare l’espressione di c-Fos a livello del complesso sensitivo trigeminale, per 

visualizzare una possibile attivazione maggiore in certi nuclei rispetto ad altri a causa del 

diverso calibro delle fibre che afferiscono ad ogni nucleo. 

 Effettuare uno studio comportamentale dopo induzione delle convulsioni seguito di 

somministrazione di Pentilentetrazolo sia nei TNS che negli Sham .  
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MATERIALI E METODI 

Animali e operazione chirurgica 

Lo studio sugli animali è stato condotto nel rispetto della normativa europea in materia di 

sperimentazione animale (86/609/EEC) ed è stato approvato dal comitato etico locale e 

sono state prese misure adeguate per minimizzare dolore. 

Ratti maschi Sprague-Dawley (250-300 gr), sono stati mantenuti in condizioni di 

laboratorio standard e sono stati anestetizzati attraverso un’iniezione intraperitoneale 

dell’anestetico Equithesine (Rawlins, 1996) con una dose di 1 ml/300-g per ratto. Nei ratti 

è stato impiantato un elettrodo bipolare attorno al nervo infraorbitale di sinistra 

precedentemente esposto attraverso operazione chirurgica effettuata pochi millimetri dai 

baffi nella regione dorsoventrale del muso. L’elettrodo è stato successivamente connesso, 

attraverso una procedura di tunneling sotto cute, ad un generatore di impulsi impiantato 

sottocute nel dorso dell’animale. Poco prima di suturare, è stata misurata l’impedenza degli 

elettrodi attraverso l’utilizzo di un computer palmare digitale connesso via wireless al 

generatore di impulsi. Ogni operazione si è conclusa dopo aver verificato un’impedenza tra 

i 1000 e i 1600 Ohm. Un gruppo di controllo Sham è stato sottoposto alla stessa operazione 

chirurgica con gli elettrodi e un generatore di impulsi non funzionante. 

Dopo 2-3 giorni dall’operazione, il generatore di impulsi è stato attivato per una 

stimolazione acuta di 3 ore utilizzando parametri che sono vicini al range  terapeutico della 

VNS: 30 secondi on, 5 minuti off; ciclo continuo; 30 Hz, tempo dell’impulso di 500 μs; 

ampiezza dell’impulso 3,5mA.  
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Gli animali sono stati stabulati individualmente per tutta la durata dell'esperimento ed 

hanno avuto libero accesso a cibo e acqua, la quantità di cibo consumato e il peso corporeo 

sono stati monitorati quotidianamente per tutta la durata dell'esperimento. 

 

Dopo 3 ore di stimolazione, gli animali sono stati anestetizzati e i cervelli perfusi con 200 

ml di tampone fosfato seguito da 250 ml di parafolmaldeide al 4% (pH 7.4). I cervelli sono 

stati rimossi e conservati in parafolmaldeide per 24 ore e successivamente in soluzioni 

crescenti di saccarosio ( 10, 20 e 30 %) per 3 giorni e conservati a 4°C.  

 

Perfusione ed immunoistochimica 

Ogni cervello è stato sezionato in sezioni coronali dello spessore di 30 μm con il criostato 

(Bio-Optica Microm, HM 560), e conservate in anticongelante a -20°C fino all’analisi 

immunoistochimica. La regione sezionata comprende le aree di indagine: corteccia 

prefrontale somatosensitiva, amigdala e nucleo endopiriforme, aree situate tra le coordinate 

dell’atlante stereotassico di Paxinos e Watson (1988): interneural 6.7 mm - 4.2 mm e 

bregma -2.3 mm - / -4.8 mm.  Inoltre sono state effettuate sezioni coronali dell’area 

troncoencefalica in cui sono presenti i nuclei trigeminali (interneural -5.3 mm / 0.8 mm; 

bregma -14.3 mm – 9.8 mm).  

L’espressione di c-Fos è stata caratterizzata attraverso la tecnica immunoistochimica in 

sezioni free-floating che sono state portate a temperatura ambiente in accordo con il 

seguente protocollo: 

 idratazione mediante 3 lavaggi per 5 minuti in tampone fosfato 1X (PBS, pH 7.4) 
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 Incubazione per 10 minuti con la soluzione, allo 0.3% di H2O2 e 0.3% Normal     

Horse Serum in PBS, per disattivare le perossidasi endogene cellulari.  

 3 lavaggi in PBS 1X per 5 minuti 

 Incubazione con la soluzione Blocking (2 % Normal Horse serum, 0.3%Triton 

X100 in PBS 1X) per 30 minuti. 

 Incubazione per 3 giorni con l’anticorpo primario Sheep anti c-fos, (1:500; 

Chemicon, Millipore cat. No AB1584), Triton X100, 2% Normal Horse Serum,  

PBS 1X a 4°C. 

 3 lavaggi in PBS 1X per 5 minuti 

 

 Incubazione per 30 minuti a temperatura ambiente con l’anticorpo secondario 

biotinilato anti-sheep IgG (concentrazione 5 μg/ml; Vector Labs, BA6000), 0.15% 

triton X100, PBS 1X, 2 % Normal Horse Serum. 

 

 3 lavaggi in PBS 1X per 5 minuti 

 

 Incubazione per 30 minuti al buio con il complesso Avidina–Biotina perossidasi, 

Vectasain ABC Elite Kit (Vector Lab, PK-6100) in PBS 1X.  

 

 3 lavaggi in PBS 1X per 5 minuti  

 

 Reazione visualizzata mediante, il Kit “peroxidase substrate Kit DAB (Vector 

Labs, SK-4100), per ogni 2,5 ml di acqua distillata sono state diluite 2 goccie del 
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cromogeno 3’3-Diaminobenzidina (DAB), 1 goccia di perossido di idrogeno, 1 

goccia di buffer pH 7.5, 1 goccia della soluzione Nickel.  

 

 2 lavaggi con acqua distillata seguiti da 3 lavaggi in PBS 1X 

Dopo i lavaggi le fettine sono state montate sui vetrini, asciugate a 50 °C per 20 minuti e 

deidratate a concentrazioni di etanolo crescenti: 2 minuti in etanolo 96% e 2 minuti in 

etanolo al 100% e successivamente le fettine sono state chiarificate mediante lo Xilene con 

3 lavaggi di 3 minuti ciascuno. Le fettine sono state montate con il montante (Vecta 

Mount, Vector Labs, Peterborough, UK) e i vetrini lasciati asciugare. 

Il numero delle cellule Fos positive sono state determinate in 24 sezioni coronali divise in 6 

vetrini (30μm di spessore e separate da 120 μm). Per minimizzare l’errore si è effettuata la 

conta delle cellule con over-espressione di c-Fos, che al microscopio ottico (Nikon), sono 

apparse di colore nero intenso.  

 

Stimolazione del nervo infraorbitale e somministrazione di 

Pentilentetrazolo. 

 
Ad un gruppo di animali sono state indotte crisi convulsive mediante l’agente 

Pentilentetrazolo (Sigma Aldrich, P-6500) attraverso il seguente protocollo: 

La concentrazione di Pentilentetrazolo utilizzata è di 70 mg/Kg/3ml. Gli animali sottoposti 

a TNS sono stati iniettati intraperitonealmente dopo 30 minuti l’inizio della stimolazione, 

con un intervallo di 10 minuti tra ogni animale stimolato, mentre gli sham sono stati 

iniettati in sessioni posticipate di 5 minuti rispetto ad ogni TNS. La durata totale della 

stimolazione, è stata di 3 ore. Dopodiché gli animali, previa anestesia sono stati sacrificati, 
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e diverse parti del cervello sono state prelevate come l’ippocampo, corteccia prefrontale e 

corteccia somatosensitiva e conservate immediatamente a -80° C. Le aree prelevate 

saranno oggetto di analisi future mediante estrazione dell’mRNA della subunità alfa 

dell’acido -amminobutirrico. 

L’intero esperimento è stato registrato mediante una fotocamera digitale e i dati analizzati 

considerando l’onset, la durata e l’entità di ogni crisi nel corso delle 3 ore di stimolazione. 
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RISULTATI 

Area somatosensitiva, amigdala e nucleo endopiriforme 

Analisi statistica dei dati immunoistochimici dell’area somatosensitiva, amigdala e nucleo 

endopiriforme I dati sono stati presentati come Standard Error Means (S.E.M) e analizzati 

con l’analisi t-tests mediante l’uso del software GraphPad, Prism 5. L’analisi è stata 

eseguita su un totale di 6 animali: 3 TNS e 3 Sham.  

In tutte le aree di interesse l’espressione di c-Fos negli animali stimolati è maggiore 

rispetto ai controlli. In dettaglio nella corteccia frontoparietale, a livello dell’area 

somatosensitiva le cellule hanno subito un incremento di c-Fos negli animali TNS 

(980 130, P<0.437) rispetto ai controlli (390 190) (Fig.1, 2, 3, 4, 5). Nell’amigdala 

l’espressione del marker neuronale è incrementato dopo stimolazione (995.7 84.28, 

P<0.0001) rispetto agli animali non stimolati (247 18.20), (Fig. 6, 7,8,9), e nel nucleo 

endopiriforme il numero delle cellule positive al c-Fos dopo stimolazione (107.2 7.820, 

P<0.0001) è risultato essere nettamente maggiore rispetto allo Sham (10,21 0.1), (Fig. 6, 

7, 8, 11). 

Inoltre la stimolazione ha indotto un incremento di Fos controlateralmente al sito di 

stimolazione rispetto al lato ipsilaterale di ciascuna area presa in esame. Il numero di 

cellule nell’area somatosensitiva (Fig. 1), amigdala e nucleo endopiriforme (Fig. 6) 

controlaterale hanno subito un incremento dell’espressione di c-Fos (863.8 133.1, 
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P<0.0007; 940.7 83.58, P<0.0001; 101.1 7.868, P<0.0001) rispetto alla controparte 

ipsilaterale (Fig. 3, 8) (130.6 38.55; 116.8 12.02; 6.308 2.648) (Fig.5, 10, 12). 

 

 

 

Nuclei trigeminali 

I dati presentati sono stati sottoposti ad analisi della varianza ad una via (ANOVA) per 

comparare tra i diversi nuclei costituenti il complesso trigeminale sensitivo la diversa 

attivazione neuronale. I nuclei trigeminali suddivisi in nucleo principale, nucleo orale, 

interpolare e caudale hanno mostrato una differente espressione di c-Fos. Infatti il diverso 

numero di cellule attivate nel nucleo principale (143.6 35.15), nucleo orale (78 27.24), 

nucleo interpolare (126.2 12.66) e caudale (95.6 20.18) (Fig.13) è risultato statisticamente 

significativo P(0.0035). Inoltre mediante l’analisi della varianza a due vie (ANOVA) si è 

comparata la diversa espressione di c-Fos tra i nuclei trigeminali ipsilaterali e contro 

laterali la stimolazione (Fig.14). La variazione calcolata tiene conto della diversa 

distribuzione delle cellule marcate in tutta la popolazione contro laterale che quella 

ipsilaterale e della variabilità dell’espressione di c-Fos tra i diversi nuclei ed i risultati 

ottenuti hanno mostrato che il numero di cellule positive al Fos varia significatamente  

P(0.0094) con un incremento maggiore delle cellule marcate nel lato ipsilaterale la 

stimolazione.  
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Questo è evidente in due sub-nuclei spinali trigeminali, il nucleo spinale caudale 

ipsilaterale (70 6.804, P<0.0005;) e contro laterale (25.60 3.970) ed il nucleo interpolare 

ipsilaterale (88.60 8.195, P< 0.0006) e controlaterale: (37.60 4.545) ma non nel nucleo 

orale e principale trigeminale di cui quest’ultimo pur essendoci un alto numero di cellule 

positive al Fos non è stata riscontrata una differenza con il nucleo contro laterale. 

 

 

 

Analisi comportamentale 

I risultati ottenuti sui 4 ratti resi epilettici mostrano che gli animali stimolati hanno una 

ripresa di tutte le attività normali più rapida rispetto agli Sham (P= 0,0172) (Fig. 15). 

L’onset delle crisi si mostra prima nei TNS, ma con una gravità del tipo di crisi minore. La 

diversa tipologia delle crisi è stata suddivisa in 6 tipi, contrassegnate dai numeri da 1 a 6 a 

seconda dell’entità convulsiva:  

- tipo 1: spasmi facciali 

- tipo 2: da 1 a 20 convulsioni degli arti anteriori 

- tipo 3: più di 20 convulsioni degli arti anteriori in 20 minuti 

- tipo 4: convulsioni cloniche degli arti 

- tipo 5: convulsioni cloniche generalizzate  

- tipo 6: convulsioni generalizzate con episodi di estensioni toniche e stato epilettico. 

Durante lo stato convulsivo gli animali stimolati hanno avuto crisi di tipo 3 di una durata 

maggiore (28.50 2.5, P< 0.0082) rispetto agli sham (0.5 0.5) e una durata minore delle 
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crisi di entità più grave: quelle di tipo 5 (12.50 0.5,P<0.0479) e di tipo 6 (7.5 2.5, 

P<0.0265) rispetto allo Sham (61.00 11.00 e 31.00 3.0) rispettivamente (Fig. 16). 

 

 

 

 

 

 

               DISCUSSIONE 

I dati di questo studio preliminare indicano che la stimolazione elettrica unilaterale della 

branca infraorbitaria del nervo trigemino nel ratto induce l’espressione della proteina c-Fos 

e la diminuzione delle convulsioni indotte sperimentalmente. In particolare si è riscontrato 

un incremento del marker neuronale a livello delle aree implicate nella fisiopatologia 

dell’epilessia come l’area somatosensitiva della corteccia frontoparietale, amigdala e nucleo 

endopiriforme. L’analisi immunoistochimica dei cervelli dei due gruppi sperimentali, 

animali stimolati e i controlli, ha permesso di evidenziare la capacità della stimolazione di 

attivare i neuroni delle aree di interesse. La marcatura è stata rilevata controlateralmente 

nelle regioni superiori rispetto ai nuclei tronco encefalici trigeminali in cui l’aumento di c-

Fos è stato marcato ipsilateralmente dopo la stimolazione. Questo indica che i parametri di 

stimolazione utilizzati sono sufficienti per far giungere il segnale dalla periferia verso i 

sistemi più profondi inducendo cambiamenti nell’espressione genica a livello nucleare. 

Questi cambiamenti molecolari potrebbero essere coinvolti nella diminuzione delle crisi 

convulsive dopo somministrazione di pentilentetrazolo mostrate in questo lavoro.   



 

 

Deriu Silvia, La stimolazone elettrica trigeminale modifica l’espressione genica di c-Fos e diminuisce le crisi epilettiche 

nel ratto, tesi di dottorato in scienze Biomediche, Università degli Studi di Sassari. 

 

 

I parametri di stimolazione utilizzati per l’esperimento sono stati sufficienti per causare 

l’attivazione neuronale di queste aree e per indurre una diminuzione delle convulsioni 

nell’arco di 3 ore. 

Il proto oncogene c-Fos grazie alla sua rapida induzione e alla sua bassa concentrazione 

basale nel SNC è ormai utilizzato da anni nella rilevazione dell’attività cellulare dopo 

qualsiasi stimolo indotto. Tra questi stimoli, la stimolazione del nervo trigemino 

contribuisce all’induzione di c-Fos in ratti svegli. 

Il nervo infraorbitale è costituito da un largo fascio di circa 100-200 fibre (Rice et al., 1986) 

miste. A seconda  della diversa velocità e del tipo di risposta dei diversi meccanorecettori 

che innervano le vibrisse, le fibre si suddividono in fibre C, Aβ and Aδ.  

Nell’animale la maggior parte dei neuroni del Ganglio di Gasser ricevono input sensitivi 

dalle vibrisse attraverso il nervo infraorbitale. I neuroni del ganglio a seconda del diverso 

stimolo che viene proiettato dalle vibrisse, vengono divisi in neuroni a lento adattamento 

(LA) e veloce adattamento (VL). (Fitzgerald, 1940; Kerr and Lysak, 1964; Lichtenstein et 

al., 1990; Leiser and Moxon, 2007) . In generale i neuroni del ganglio trigeminale ricevono 

input dal nervo infraorbitale che riesce ad attivare un vasto range di “soglie” di attivazione 

che variano principalmente in ampiezza e velocità ed anche a seconda del movimento del 

baffo. (Arabzadeh et al., 2005; Leiser and Moxon, 2007; Khatri et al., 2009; Gerdjikov et 

al., 2010). Non sono state effettuate fino ad ora analisi della rilevazione di c-Fos dopo 

stimolazione elettrica ad alte intensità del nervo infraorbitario ma altri tipi di studi hanno 

analizzato l’effetto della stimolazione del Ganglio di Gasser a basse ed alte intensità 

sull’espressione di c-Fos (Takemura et al., 2000), dimostrando che quest’ultima incrementa 

l’espressione di c-Fos nei nuclei trigeminali, Soprattutto nel lato ipsilaterale il sito di 
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stimolazione. Si è dimostrato che una bassa intensità di stimolazione elettrica del ganglio 

attiva principalmente fibre mieliniche, e una maggiore intensità attiva un numero maggiore 

di fibre come anche quelle sottili (Woolf e Wall, 1982; Nishimori et al., 1990).  

Presumibilmente, i parametri usati nella stimolazione del nervo infraorbitale attiva anche le 

fibre sottili a livello del Ganglio di Gasser e il diverso numero di cellule rilevato a livello di 

ogni singolo nucleo potrebbe derivare dal diverso adattamento di ogni singola fibra e dal 

numero totale della popolazione neuronale in ciascuno dei nuclei trigeminali. Al sistema 

trigeminale sensitivo infatti, proiettano fibre mieliniche, come nel nucleo principale 

trigeminale e fibre di tipo C come nel nucleo Spinale caudale.  Inoltre esistono molte 

proiezioni internucleari all’interno del sistema trigeminale sensitivo (Furuta et al., 2008; 

Timofeeva et al., 2005; Lee et al., 2008a) in particolare i neuroni glutamatergici del Sp5C 

proiettano al Pr5, in questo modo il nucleo spinale potrebbe modulare la sensibilità del 

nucleo principale sensitivo agli input provenienti dal nervo infraorbitale.  Questo potrebbe 

spiegare l’aumento di c-Fos contro laterale nel Pr5, mostrato in questo lavoro. 

L’aumento dell’attività neuronale rilevata a livello della corteccia è dovuta agli input 

provenienti dai nuclei trigeminali. Esistono 6 vie con cui il segnale viene trasportato dai 

nuclei trigeminali sino alla corteccia e queste vie trasportano varie sensibilità (Yu et al., 

2006). Il talamo è la principale via verso la corteccia cerebrale. è composto da alcuni nuclei, 

due dei quali sono critici nella trasmissione degli stimoli provenienti dal nervo infraorbitale 

verso la corteccia somatosensitiva: il VPM ed il Pom. Tra tutte le vie trigemino-talamico-

corticali, la via del lemnisco è l’unica che maggiormente converge input da una singola 

vibrissa. Questa via di-sinaptica trasporta input dal Pr5 alla corteccia somatosensitiva 

attraverso il VPM (Erzurumlu et al., 1980; Williams et al., 1994). I principali target sono lo 

strato corticale 4 ma ci sono anche afferenze a livello degli strati 5 e 6. (Killackey, 1973; 
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Petreanu et al., 2009). Una seconda via è quella extralemniscale, che passa attraverso il 

VPM ventrolaterale. Gli input di questa via originano da più vibrisse che attraverso il Sp5I 

giungono nello strato 4 e 6 della corteccia somatosensitiva (Pierret et al., 2000). La 

proiezione di questa via giunge anche sul sistema limbico. 

La terza via, del paralemnisco, nasce dal Sp5I, afferisce al Pom e sinapta con la corteccia 

somatosensitiva e motoria, ma anche nello striato (Alloway et al., 2006), cortex peririnale 

ed insulare. Esistono altre 3 vie, la prima trasporta informazione dalle cellule del Pr5, che 

attraverso il Pom giunge nella corteccia somatosensitiva (Furuta et al., 2009). La seconda 

coinvolge le proiezioni del nucleo Sp5i al nucleo laterodorsale del talamo (LD), il quale 

proietta alla corteccia cingolata e retrospleniale e sparsamente alla corteccia 

somatosensitiva. E infine viene rappresentata la sesta via come la meno caratterizzata, che 

origina dal Sp5O, proietta alle regioni talamiche incluso il VPM ed il Pom (Veinante et al., 

2000a). Queste regioni talamiche ricevono input da differenti modalità sensitive e 

proiettano alla corteccia peririnale, striato e amigdala (Groenewegen and Witter, 2004). 

Quindi tutte queste vie potrebbero essere entrate in gioco nell’attivazione delle cellule della 

corteccia. Oltre le proiezioni contro laterali al talamo, il Pr5 a differenza degli altri nuclei 

del complesso trigeminale proietta debolmente al talamo ipsilaterale e di conseguenza alla 

corteccia somatosensitiva. La debole marcatura di c-Fos rilevata nella corteccia 

somatosensitiva ipsilaterale potrebbe essere dovuta all’attivazione di queste fibre. Se invece 

andiamo ad analizzare l’aumento di c-Fos rispetto ai suoi livelli basali nello Sham si 

osserva che anche lo Sham pur non avendo ricevuto stimolazione ha espresso la proteina 

Fos anche se in misura significativamente minore rispetto all’animale stimolato. Questo 

incremento potrebbe essere dovuto dalla stimolazione meccanica esercitata dell’elettrodo  

sul nervo in quanto nel lato ipsilaterale della stessa sezione della corteccia l’aumento non si 
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verifica.  L’aumento di c- Fos a livello dell’amigdala e del nucleo endopiriforme negli 

animali stimolati rispetto ai controlli è risultato ancora più evidente rispetto alla corteccia. 

Oltre alla proiezione indiretta dal SpVo, che attraverso il VPM giunge all’amigdala la 

 proiezione più rappresentativa origina dalla corteccia. Infatti la maggior risorsa di 

informazioni sensitive all’amigdala è la corteccia cerebrale ( McDonald et al., 1998). La 

maggior parte delle afferenze dalla corteccia sono ipsilaterali ed entrano a livello 

dell’amigdala attraverso la capsula esterna (Mascagni et al., 1993). Le informazioni 

corticali che giungono all’amigdala derivano soprattutto dalla corteccia somatosensitiva. 

Inoltre le afferenze sensitive raggiungono l’amigdala attraverso il nucleo parabrachiale 

pontino, nuclei talamici, nucleo genicolato e nucleo internucleare posteriore (PIN) il quale 

si presume un suo coinvolgimento nella trasmissione nocicettiva. Il nucleo endopiriforme è 

associato strettamente con i nuclei amigdaloidei ipsilaterali, infatti insieme all’amigdala 

formano un complesso di proiezioni reciproche molto forti. L’attivazione del nucleo 

endoiriforme potrebbe essere dovuta sia alle vaste proiezioni con varie aree corticali tra cui 

anche l’area somatosensitiva e sia dal fitto scambio di proiezioni con l’amigdala. Il nucleo 

endopiriforme è considerato insieme al claustrum come sito di propagazione dell’attività 

epilettica dell’amigdala verso altre regioni della corteccia soprattutto quella motoria ( Zhang 

et al., 2001). Il numero ridotto delle crisi indotte da pentilentetrazole nell’animale 

sottoposto a stimolazione del nervo trigemino potrebbe proprio agire su queste aree ed 

indirettamente anche ad altre strutture, presumibilmente alzando la soglia di attivazione 

sincrona della scarica epilettica e modificando la concentrazione molecolare di particolari 

neurotrasmettitori come il GABA. L’alta frequenza utilizzata potrebbe essere uno dei fattori 

di desincronizzazione in quanto si è ipotizzato che la desincronizzazione indotta dalla VNS 

ad alte frequenze sia nel ratto (Woodbury, 1990, Zabara, 1992, Takaya, 1996) che 
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nell’uomo (Mclachlan, 1997) possa essere mediata dalle afferenze dolorifiche C che 

costituiscono il 65-90% del contingente di fibre vagali. Per quanto riguarda la TNS sia gli 

effetti clinici anticonvulsivanti (De Giorgio, 2003, 2006, 2009) che la desincronizzazione 

eegrafica registrata nel ratto (Fanselow, 2000) si sono ottenuti con stimoli ad alta frequenza.  

Attraverso quali strutture la stimolazione possa esplicare la propria funzione è ad oggi 

sconosciuto ma sono note le connessioni tra il sistema trigeminale e il nucleo del tratto 

solitario, il locus coeruleus, il nucleo dorsale del rafe e il nucleo reticolare laterale ( Zerari-

Mailly et al., 2005) che non a caso sono implicati sia nella modulazione della soglia 

dolorifica che di quella convulsiva. Queste strutture sono le stesse che mediano l’effetto 

antiepilettico della stimolazione vagale (Neuman, 1986; Krahl, 1998; Walker 1999, 

Magdaleno, 2002), attraverso l’induzione di un diffuso arousal, secondario all’attivazione 

della formazione reticolare (FR) ascendente, e l’incremento globale corticale di 

norepinefrina, serotonina e gaba (Browning.,1991; Hammond, 1992; Ben-Menachem, 

1995).  Lo stesso meccanismo parrebbe plausibile per la TNS (Fanselow, 2000; De Giorgio 

2003, 2006, 2009) che potrebbe influenzare il sincronismo delle proiezioni talamo-corticali 

attraverso la FR e aumentare la soglia convulsiva corticale grazie alla stessa liberazione 

neurotrasmettitoriale. L’interazione tra la VNS e il sistema trigeminale potrebbe essere di 

qualche aiuto nella comprensione del meccanismo di azione della TNS. La relazione 

trigemino e nervo vago è nota (Caous, 2001). Il nervo vago infatti proietta direttamente al 

nucleo paratrigeminale e al locus coeruleus e al nucleo del rafe che modulano le risposte 

sensitive del nucleo spinale trigeminale. A conferma di questa connessione è riportata sia la 

comparsa di dolore facciale sotto stimolazione vagale ciclica o intermittente ad alta 

frequenza che l’impiego analgesico della stimolazione vagale sul dolore trigeminale (Bossut 

e Maixner, 1996; Multon e Shoenen, 2005; Carius, 2005). Nei modelli animali dopo VNS si 
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è visto un aumento dell’inibizione gabaergica e un’attenuazione dell’espressione del gene 

Fos nel nucleo caudale trigeminale che potrebbero spiegare questi effetti analgesici 

(Bohotin, 2003). Anche il trigemino proietta a sua volta al vago come dimostrato dal 

riflesso trigemino-cardiaco che è un riflesso autonomico scatenato da intense stimolazioni 

meccaniche ed elettriche delle strutture perioculari, mediato dal nucleo paratrigeminale, con 

effetti depressogeni cardiaci (bradicardia, ipotensione arteriosa, apnea, ipomotilità gastrica) 

(Cha., 2002).  Questa relazione tra i due nervi potrebbe essere alla base dell’azione 

antiepilettica delle due stimolazioni. Con il vantaggio nella TNS di poter essere applicata 

bilateralmente. La bilateralità delle proiezioni corticali di ogni singola branca trigeminale 

assicura, come per la VNS, un effetto biemisferico anche per stimoli lateralizzati e 

indipendente dalla localizzazione del focolaio epilettogeno. Per cui la stimolazione 

bilaterale non può che avere effetti aggiuntivi nell’ambito di ciascun emisfero. Questa 

consentirebbe inoltre di abbassare l’apporto di corrente per singola branca, minimizzando il 

danno potenziale a carico del nervo, senza perdere di efficacia rispetto a una stimolazione 

unilaterale a più alta intensità.  

In conclusione la stimolazione del nervo trigemino a determinati parametri ci ha permesso 

di osservare l’attivazione dei neuroni nell’area somatosensitiva della corteccia 

frontoparietale, dell’amigdala e del nucleo endopiriforme. L’attivazione di queste aree, 

implicate nella fisiopatologia dell’epilessia, dimostra, nell’animale stimolato rispetto al 

controllo, che la stimolazione attiva le fibre afferenti del nervo infraorbitario fino alle aree 

di interesse. L’attivazione che ne comporta induce diminuizione delle crisi convulsive 

attraverso un meccanismo di azione ancora sconosciuto nonostante si sia dimostrato 

l’azione anticonvulsivante della TNS.  
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Figura 1: Immunoistochimica di c-Fos, sezione della corteccia  

somatosensitiva controlaterale la TNS 
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Figura 2: Immunoistochimica di c-Fos, sezione della corteccia 

Somatosensoriale controlaterale al sito dell’operazione chirurgica  

nello Sham. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.3: Immunoistochimica di c-Fos, sezione della corteccia 

somatosensitiva ipsilaterale la TNS. 
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                                                Figura 4: Rappresentazione dell’incremento di c-Fos nell’area  

    somatosensitiva della corteccia frontoparietale nell’animale  

    sottoposto a TNS rispetto allo Sham. 
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           Figura 5: Incremento di c-Fos nell’area somatosensitiva della 

corteccia frontoparietale controlaterale al sito di stimolazione 

rispetto al lato ipsilaterale nel TNS. 
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Figura 6: Immunoistochimica di c-Fos, sezione coronale del 

cervello a livello dell’Amigdala (A) e del nucleo 

endopiriforme (En) controlaterale la TNS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Immunoistochimica di c-Fos, sezione del cervello a 

livello dell’amigdala e del nucleo endopiriforme controlaterale  

al sito dell’operazione chirurgica nello Sham. 
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Figura 8 : Immunoistochimica di c-Fos, sezione del cervello a 

livello dell’amigdala e del nucleo endopiriforme ipsilaterale  

                                                      il sito della TNS 
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Figura 9: Espressione di c-Fos nell’amigdala degli animali 

stimolati rispetto ai controlli. 
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Figura 10: Aumento dell’espressione di c-Fos nell’amigdala   

controlaterale rispetto al lato ipsilaterale la TNS         
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Figura 11: Aumento dell’espressione di c-Fos nel nucleo 

endopiriforme dopo stimolazione trigeminale rispetto ai 

controlli.  
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   Figura 12: Incremento di c-Fos nel nucleo endopiriforme 

controlaterale rispetto al lato ipsilaterale laTNS 
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Figura 13: Distribuzione dell’espressione di c-Fos nei nuclei 
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trigeminali spinali (Sp5C, Sp5I, Sp5O) e nel nucleo principale 

trigeminale dopo stimolazione del nervo infraorbitario 
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Figura 13: rappresentazione della diversa espressione di c-Fos 

nel complesso sensitivo del trigemino contro laterale che 

ipsilaterale la stimolazione del nervo infraorbitario 
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Figura 15: Rappresentazione dell’occorrenza media 

dell’ultima crisi tra animali stimolati e Sham. 
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Figura 16: durata media dei 6 tipi di crisi convulsive indotte 

da PTZ negli animali stimolato rispetto ai controlli. 
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