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Il sistema oppioide endogeno svolge un ruolo di primo piano nella dipendenza da alcol. Lo
studio si propone di analizzare mediante metodologia PET (tomografia a emissione di po-
sitroni) la disponibilita regionale del recettore Mu-oppioide (MOR) e Delta-oppioide (DOR)
i soggetti alcoldipendenti di entrambi i sessi con recente astinenza, e in soggetti sani di
controllo di entrambi i sessi e di eta comparabile.

Metodi: | soggetti alcoldipendenti hanno completato un protocollo residenziale compren-
dente l'interruzione dell’assunzione di alcol sotto controllo medico e 'acquisizione di im-
magini PET al quinto giorno di astinenza. | soggetti di controllo sono stati sottoposti a
PET a sequito di una notte di ricovero ospedaliero. Le scansioni, realizzate utilizzando un
ligando selettivo MOR, ['"C]carfentanil (CFN), sono state effettuate su 25 soggetti alcoldi-
pendenti e 30 soggetti di controllo sani. La maggior parte degli stessi soggetti (20 soggetti
alcoldipendenti e 18 controlli) sono stati sottoposti anche a scansioni PET con il ligando
selettivo DOR [''"C]metilnatrindolo (MeNTL).

| volumi di interesse e le mappe statistiche parametriche indicano che i soggetti alcoldi-
pendenti presentano potenziali di legame (BPND) per [''C] carfentanil significativamente
superiori rispetto ai soggetti di controllo, in diverse regioni cerebrali, tra cui lo striato ven-
trale, una volta effettuata la correzione per eta, genere e status di fumatore. Una corre-
lazione inversa € stata osservata tra [""CJCFN BPND e il craving per alcol in diverse aree
cerebrali nei soggetti alcoldipendenti. | due gruppi di soggetti non differivano in merito al
potenziale dilegame per [''"C]MeNTL, ma il livello di ['"C]JMeNTL BPND nel caudato é risul-
tato correlato positivamente con il consumo recente di alcol nei soggetti alcolisti.

Le nostre osservazioni in merito al livello pit elevato di ['""C]JCFN BPND nei soggetti alcol-
dipendenti possono rappresentare il risultato di una sovra-regolazione dei recettori MOR
e/o di una riduzione dei peptidi oppioidi endogeni, conseguente a un consumo alcolico di
lunga durata, alla dipendenza e/o all'astinenza. In alternativa, il livello pit elevato di [''C]
CFN BPND nei soggetti alcoldipendenti puo costituire una differenza eziologica che predi-
spone questi soggetti alla dipendenza da alcol, o potrebbe essersi sviluppata come conse-
guenza di una maggiore esposizione a fattori di rischio come infanzia difficile, stress e altri
fattori ambientali noti per avere un effetto incrementale su MOR. Sebbene la direzione di
queste differenze di gruppo nel livello di [""C]JMeNTL BPND fosse simile in numerose aree
cerebrali, tali differenze non assumevano significativita statistica, forse a causa delle di-
mensioni limitate del campione analizzato. Soltanto ulteriori studi potranno fare maggiore
chiarezza su tali correlazioni. Il riscontro di un maggior livello di ['"C]JCFN BPND nei soggetti
alcoldipendenti é coerente con l'ipotesi di un ruolo fondamentale del recettore MOR nella
dipendenza da alcol.
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1. Introduzione

E' opinione comune che il sistema limbico mesocorticale svolga un ruolo di mediatore nei
confronti dell'effetto gratificante prodotto dall'uso di numerose sostanze, tra cui l'alcol
(Herz 1998). All'interno di quest’area fondamentale del cervello, gli effetti di rinforzo pro-
dotti dall’alcol vengono in parte modulati da un aumento della neurotrasmissione dei pep-
tidi oppioidi e della dopamina (per un esame approfondito della questione, si rimanda a
Oswald 2004). | peptidi oppioidi endogeni (B-endorfine, encefaline e dinorfine) si legano ai
diversi sottotipi di recettori oppioidi (OR). Piu specificamente, le B-endorfine si legano con
pari affinita ai sottotipi del recettore oppioide Mu (MOR) e Delta (DOR). Anche le encefa-
line si legano ai sottotipi MOR e DOR, ma presentano un’affinita venti volte maggiore per
il sottotipo DOR. | peptidi oppioidi delle B-endorfine e delle encefaline aumentano il livello
di neurotrasmissione della dopamina all'interno del nucleo accumbens, tramite l'interazio-
ne con i MOR e i DOR (Koob 1998).

Esistono numerosi dati che confermano 'associazione tra il sistema oppioide endogeno,
il consumo di alcol e il meccanismo di gratificazione nell'uomo e negli animali di labora-
torio (Gianoulakis 2004). Negli animali di laboratorio, gli antagonisti dei recettori oppioidi
diminuiscono il consumo di alcol (Franck 1998, Froehlich 1995; Froehlich 1991; June 1999;
Krishnan-Sarin 19953, 1995b, 1998) e bloccano l'attivazione del sistema dopaminergico
indotta dall’alcol (Benjamin 1993; Job 2007). | topi geneticamente modificati per il MOR
mostrano una minore tendenza ad autosomministrarsi alcol (Becker 2002; Halle 2001; Ro-
berts 2000). In due studi di laboratorio sull'uomo collegati tra loro (McCaul 2001, 2002), il
naltrexone ha attenuato in maniera significativa ['aumento alcol-indotto del livello di gradi-
mento, del ritmo cardiaco, della pressione diastolica e delle risposte neuroendocrine. | me-
desimi risultati sono stati ottenuti da Peterson e colleghi (2006). Nel loro insieme, gli stu-
di citati sottolineano l'importanza del sistema oppioide nel meccanismo di gratificazione
legato al consumo di alcol, confermando cosi la validita dell'impiego degli OR-antagonisti
per il trattamento dell’alcolismo. In realtd, le meta-analisi degli studi clinici randomizzati
hanno dimostrato che, tra tali antagonisti, il naltrexone produce in linea generale effetti di
entita modesta o moderata nel ridurre il consumo di alcol e le relative ricadute nei soggetti
alcoldipendenti (Anton 2003; Srisurapanont 2005).

Alla luce delle numerose evidenze che confermano il ruolo funzionale del sistema delle
endorfine e delle encefaline nell’alcolismo, € molto probabile che nei soggetti alcol-dipen-
denti il sistema oppioide sia alterato. La PET (tomografia a emissione di positroni) rappre-
senta 'unica metodologia diagnostica che consente di valutare le caratteristiche dei recet-
tori cerebrali in soggetti umani viventi. | tre studi PET sin qui condotti hanno pero fornito
risultati contrastanti sui recettori oppioidi, in soggetti alcolisti. Nel primo di questi studi
(Bencherif 2004) i recettori MOR risultavano meno numerosi nella corteccia prefrontale
dorso-laterale destra, nella corteccia frontale anteriore destra e nella corteccia parietale
destra, in 8 soggetti alcoldipendenti da poco disintossicati, confrontati a 8 soggetti sani.
Il secondo studio (Heinz 2005) registrava, al contrario, un aumento dei MOR a livello dello
striato ventrale in 25 soggetti alcoldipendenti in astinenza (1/3 settimane), comparati con
10 controlli sani. Un terzo studio PET (Williams 2009), ha invece esaminato i recettori op-
pioidi (OR) in 11 soggetti alcoldipendenti e in 13 soggetti sani mediante [''C]diprenorfina,
che silegain maniera non selettiva a tutti e tre i sottotipi di recettori oppioidi. Le scansioni
tomografiche sono state effettuate nel corso di un trattamento di disintossicazione ambu-
latoriale con clorodiazepossido, dopo 2 o 4 settimane di astinenza autodichiarata. In que-
sto studio, i volumi di distribuzione globale e regionale della [11C]diprenorfina risultavano
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pill elevati nei pazienti alcoldipendenti rispetto ai controlli, sebbene non si trattasse di un
effetto statisticamente significativo.

Lo studio qui presentato ha consentito di valutare mediante PET le caratteristiche di lega-
me dei MOR e dei DOR, impiegando un ligando dei recettori oppioidi Mu [11C]carfentanil
(CFN) e un ligando dei recettori oppioidi Delta [11C]metilnatrindolo, in soggetti alcoldipen-
denti con recente astinenza e soggetti sani di controllo, di eta confrontabile. | soggetti al-
coldipendenti sono stati ricoveratiin un'unita di ricerca clinica (CRU), dove hanno portato a
termine un programma di astensione dall'alcol sotto monitoraggio medico, per essere poi
sottoposti a PET una volta superati i sintomi astinenziali. | soggetti di controllo sono stati
sottoposti a PET dopo una notte di ricovero in CRU. Sono stati effettuati due tipi di analisi,
quella dei volumi di interesse (VOI) e quella della mappatura statistica parametrica (SPM).

2. Materiali e metodi

Soggetti con grave dipendenza da alcol e soggetti di controllo sani, di eta compresa trai21
e i 60 anni, reclutati tramite inserzione e previo consenso informato su modulo autorizzato
dall'Institutional Review Board. | soggetti sono stati intervistati da un assistente ricerca-
tore di livello master, mediante una batteria di strumenti psico-diagnostici standardizzati.
Per essere inclusi nello studio, i soggetti alcoldipendenti dovevano rispondere ai criteri del
DSM-IV per la dipendenza da alcol, in base alla valutazione SSAGA (Semi-Structured Asses-
sment of the Genetics of Alcoholism, Bucholz 1994) e essere classificati come consumatori
attivi di alcol nei livelli di rischio definiti dal NNIAAA, al completamento di un questionario
TLFB (Time Limit Follow Back) riferito ai 90 giorni precedenti (Sobell 1992). | soggetti sani
utilizzati per il controllo non presentavano livelli di consumo di alcol eccedenti quelli previ-
sti dalle linee guida NIAAA (<8 drink/settimana per le donne e <15 drink/settimana per gli
uomini) e non avevano mai soddisfatto i criteri del DSM-IV per 'abuso o la dipendenza da
alcol. I soggetti di controllo erano di eta comparabile con quella dei soggetti alcoldipen-
denti. | soggetti di entrambi i gruppi venivano esclusi dallo studio qualora in possesso di
anche uno solo dei seguenti requisiti: (i) presenza (attuale o cronica) di un altro disturbo
di Asse |, in base ai criteri diagnostici DSM-IV, come ad esempio uso o dipendenza da altre
sostanze (ad esclusione della nicotina); (i) positivita all'esame tossicologico delle urine, al
momento dello screening o del ricovero in ospedale; (i) presenza di altri problemi di salu-
te, o (iv) se la madre aveva fatto consumo di alcol durante la gravidanza. | soggetti alcoldi-
pendenti venivano esclusi dallo studio qualora riferissero di convulsioni legate al consumo
di alcol o di avere avuto bisogno di assumere farmaci nel corso di precedenti periodi di
disintossicazione. In seguito all'applicazione dei criteri di inclusione e di esclusione, il pro-
tocollo e stato portato a termine in totale da 25 soggetti alcoldipendenti e da 30 soggetti
sani di controllo. Nella Tabella 1 sono riportate le caratteristiche demografiche di entrambi
i gruppi.

Per valutare il livello di consumo alcolico e i problemi associati & stata somministrata la
scala ADS (Alcohol Dependence Scale, Skinner 1982). Lo status di dipendenza dalla nicotina
dei soggetti fumatori é stato valutato mediante test FNDT (Fagerstrom Nicotine Depen-
dence Test). La Tabella 1 riporta i punteggi relativi a entrambe la valutazioni. Il numero di
familiari di primo e secondo grado con sintomi di alcolismo o uso/dipendenza da altre so-
stanze é stato valutato mediante somministrazione del modulo Family History Assessment
(Rice 1995). L'anamnesi familiare veniva classificata come positiva (FHP) se erano presenti
almeno tre criteri diagnostici di alcolismo in uno dei genitori (padre o madre) oppure in 3 0

Soggetti analizzati
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piti dei familiari di primo o secondo grado. Se la madre aveva fatto consumo di alcol duran-
te la gravidanza, veniva interrotta la partecipazione allo studio. L'anamnesi familiare veniva
classificata negativa (FHN) se il soggetto riferiva: (i) assenza di congiunti di primo grado
che soddisfacessero i criteri diagnostici per l'alcolismo e (ii) nessuno o un solo congiunto di
secondo grado risultato positivo ai criteri diagnostici per 'alcolismo. Lanamnesi familiare
veniva classificata come indeterminata (FHU) qualora mancassero i criteri per la positivita
o per la negativita ma fosse presente piu di un congiunto con problemi di droga ma senza
alcolismo, o qualora non fosse stato possibile ottenere informazioni sufficienti per valuta-
re lo status familiare di alcolismo.

Procedure | soggetti di controllo sono stati valutati mediante PET dopo avere trascorso una notte in

successive al . .. . . .

ficovero in CRU ospedale o dopo avere seqguito un protocollo di ricovero. | soggetti alcoldipendenti hanno
portato a termine lo studio in base a un protocollo che prevedeva il ricovero ospedaliero
e 'astensione dal consumo di alcol sotto controllo medico, prima di eseguire le tomogra-
fie al quinto giorno di astinenza. | soggetti alcolisti rimanevano in CRU per il successivo
trattamento con naltrexone (50 mg/di) e relativa indagine PET, per verificare il blocco dei
recettori mu e delta da parte del naltrexone. La metodologia e i risultati ottenuti per quan-
to concerne la determinazione del potenziale di legame (BPND) del ['"C]JCFN durante il
trattamento con naltrexone su 21 dei 25 soggetti alcoldipendenti sono stati descrittiin un
altro articolo (Weerts 2008). L'analisi dei valori basali nei soggetti di controllo e il confronto
con i corrispondenti dati dei soggetti alcoldipendenti e invece riportata esclusivamente nel
presente articolo.
Dopo il ricovero in CRU, e ad intervalli regolari durante tutta la permanenza in ospedale, i
soggetti di entrambi i gruppi hanno completato una seconda batteria di test per la valuta-
zione psicologica, comprendenti la scala VAS (Visual Analog Scale) del craving per l'alcol, la
Penn Craving Scale (Flannery 1999), 'OCDS (Obsessive Compulsive Drinking Scale)(Anton
1996), il BAI (Beck Anxiety Inventory)(Beck 1988) e il BSI (Brief Symptom Inventory)(Dero-
gatis e Melisaratos, 1983).
Per il monitoraggio della gravita dei sintomi astinenziali, lo staff infermieristico della CRU
ha compilato con i soggetti alcoldipendenti il CIWA-Ar (Clinical Institute Withdrawal As-
sessment-Alcohol Revised)(Sullivan 1989) tre volte al giorno per i primi cinque giorni. Il
punteggio assegnato a ciascun item teneva conto del periodo trascorso dall’'ultima misu-
razione. Nessuno dei soggetti ha necessitato di farmaci contro i sintomi dell’astinenza, in
base al punteggio del CIWA, ai segni vitali, e all’esame obiettivo.
Il fumo era proibito durante la permanenza in ospedale e per tutta la durata delle pro-
cedure previste dallo studio. Ai fumatori risultati dipendenti dalla nicotina in base ad un
valore FNDT pari o superiore a 3 veniva fornito un cerotto transdermico (21 mg nicotina)
al momento del ricovero, al mattino di ciascun giorno di permanenza in CRU e 3 ore prima
dell'esecuzione della PET. La scelta di questo tipo di gestione standardizzata dei soggetti
fumatori era finalizzata a ridurre al minimo l'impatto dell’astinenza da nicotina nel giorno
della PET. A tutti i soggetti e stata servita una prima colazione con contenuto calorico cali-
brato 3 ore prima della prima scansione.
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Tabella 1 - Dati demografici dei soggetti alcoldipendenti (AD) e dei soggetti di controllo sani (HC).

AD (N=25) HC (N=30)

Eta Media 43,8 (7,4) 43.5(9,4)
Genere (n)
Maschi 18 20
Femmine 7 10
Razza (n)
Caucasici 15 16
Afroamericani 10 14

Anamnesi familiare di alcolismo (n)

FHP 14 9
FHN 10 16
FHU 1 5
Status di fumatore (n)
Non fumatori 5 21
Fumatori 20 9
Dipendenza da nicotina (DSM-IV) 13
Assenza di dipendenza da nicotina (DSM-IV) 7 4
Livello di tabagismo nei fumatori: valore medio (DS)
Numero massimo di sigarette/giorno 17,7 (10,3)* 15,1 (5,5)
Anni di tabagismo 18,3 (11,3) 19,3 (9,0)
Indice di Fagerstrom 4,4 (2,5) 4,4(2,3)
Eta prima sigaretta 15,4 (5,6) 16,6 (9,2)
Consumo di alcol: valore medio (DS)
Eta alcol dipendenza 28,7 (7,1) N/ A
Anni di alcol dipendenza 15,3(9,2) N A
ADS score 19,6 (6,7)* 0,3(0,7)
Numero di drink consumati al giorno 12,4 (6,5)* 1,6 (1,6)
Numero di drink per giorno/settimana 5,5(1,4)* 0,7 (1,3)
Picco Penn Alcohol Craving - VAS giorni1-5 20,1 (6,9) N A
Picco Craving da alcol 23,4 (7,9) N/A
Picco CIWA giorni 1-5 5,0 (2,6) N/ A
Picco OCDS giorni 1-5 28,1(10,1) N A
Penn Alcohol Craving Pre-PET 7,8 (7,3)* 0,2 (0,6)
Craving per alcol secondo VAS Pre-PET 9,2 (10,6)* 0,1(0,4)
CIWA Pre-PETO 6 (1,5) 0,2 (0,7)
OCDS Pre-PET 15,6 (13,1)* 1,1 (2,0)
Valutazione psicologica al ricovero: valore medio (DS)
BDI-II 12,8 (9,6)* 1,0 (1,4)
BAI 9,6 (8,1)* 1,1 (2,1)
BSI 0,5(0,6)* 0,1(0,1)

| dati indicati rappresentano i valori medi per il gruppo (DS) o il numero (n) di soggetti.
* Confronto tra gruppi AD e HC - t-test signficativo (p < 0.0001).

AD, soggettialcoldipendenti; HC, soggetti di controllo sani; FHP anamnesi familiare positiva; FHN, anamnesi
familiare negativa; FHU, anamnesi familiare indeterminata; DSM, Diagnostic and Statistical Manual of
Mental Disorders; ADS, Alcohol Dependence Scale; VAS, Visual Analog Scale; CIWA, Clinical Institute
Wwithdrawal Assessment; OCDS, Obsessive Compulsive Drinking Scale; BDI-Il, Beck Depression Inventory;
BAI, Beck Anxiety Inventory; BSI, Brief Symptom Inventory.
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Prima dell’esame PET e con cadenza randomizzata durante il ricovero, sono stati effettuati
esami tossicologici delle urine e test etilometrici su tutti i soggetti, per verificarne l'asti-
nenza da alcol e droghe.

Metodica PET | soggetti sono stati sottoposti nella stessa giornata a 2 esami PET ad orari prestabiliti: le

scansioni per il [""C]JMeNTL, un antagonista specifico dei DOR (Lever 1992; Madar 1996)
sono state eseguite alle 08.30, quelle peril ['"C]CFN, un agonista specifico dei MOR (Frost
1985; Titeler 1989), alle 10.45. In totale, 25 soggetti alcoldipendenti e 24 soggetti sani
hanno effettuato simultaneamente gli esami per il [""CJCFN, tra luglio 2001 e luglio 2008.
Di essi, 20 soggetti alcolisti e 18 soggetti sani hanno effettuato anche l'esame per il [''C]
MeNTL. Piu precisamente, alcuni esami per il ['"C]MeNTL sono falliti a causa di problemi
relativi alle linee arteriose e al prelievo ematico (N = 4 soggetti sani e N = 3 soggetti alcoldi-
pendenti) e in sequito alla mancata sintesi del radioligando (N = 2 soggetti alcolistie N = 2
soggettisani). Altri sei controlli sani, fFumatori ma senza problemi di consumo di alcol, sono
stati reclutati allo scopo specifico di verificare i possibili effetti del fumo sul potenziale di
legame (BPND) del [""C]CFN e sono stati sottoposti a PET tra aprile 2009 e febbraio 2010.
Anche questi soggetti non hanno portato a termine ['esame per il ['""C]MeNTL. Il numero
ridotto di soggetti sottoposti al ['"C]MeNTL non ha modificato la distribuzione demogra-
fica presentata in Tabella 1. | soggetti alcoldipendenti avevano circa 44 anni, erano pre-
valentemente di sesso maschile (n=15) e di razza caucasica (n=12), e il 55% di essi (n=11)
aveva una anamnesi familiare positiva per l'alcolismo. | controlli (eta media 44 anni) erano
prevalentemente di sesso maschile (n=11) e di razza caucasica (n=10), e il 28% (n=5) con
un'anamnesi familiare di alcolismo.
Le immagini PET erano state acquisite in modalita 3D su tomografo PET Advance della
GE (GE Medical System, Milwaukee, WI). A ciascun soggetto e stata fornita una maschera
facciale termoplastica individuale per garantire la corretta posizione e l'immobilita durante
'esame. Sono state effettuate scansioni trasmissive di 10 minuti mediante barre rotanti di
GE-68, prima di iniettare il radiotracciante. Dopo somministrazione di un bolo di radiotrac-
ciante per via endovenosa, € stata acquisita una serie di 25 immagini con periodo tempo-
rale variabile (6x30, 5x60, 5x120, 9x480 secondi) nel corso di 90 minuti per ciascun esame.
La Tabella 2 indica la dose iniettata, |'attivita specifica, e la massa per i soggetti alcoldipen-
denti e per i controlli. Durante le scansioni per il [""C]JMeNTL, sono stati prelevati piccoli
quantitativi di sangue, inizialmente ogni 5 secondi e successivamente a intervalli crescenti
(es. 1,2, 5,10 e 15 minuti), per la conta della radioattivita. Alcuni campioni ematici sono
stati poi sottoposti a esame cromatografico HPLC (High Performance Liquid Chromato-
graphy) per la ricerca dei metaboliti (Hilton 2000). Le immagini PET sono state ricostruite
mediante algoritmo diretroproiezione filtrata, utilizzando il software fornito dal produtto-
re per la correzione dell'attenuazione, della radiazione diffusa e dei tempi morti (Kinaham
1989). La radioattivita e stata corretta in base al decadimento fisico rispetto al tempo di
iniezione. Ogni frame era composto da una matrice 128x128x35 con dimensioni del voxel
2x22x4,25mm, in risoluzione spaziale FWHM 5,5 e 6,7mm in senso radiale e tangenziale,
rispettivamente, a 10 cm di raggio dal centro del campo visivo (Lewellen 1996). Circa una
settimana prima del ricovero in CRU, i soggetti sono stati sottoposti a risonanza magnetica
per determinare la localizzazione anatomica e l'allineamento dei piani delle immagini PET
individuali (Meltzer 1990).
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Tabella 2 - Valori medi e deviazioni standard (SD) per sostanza, Attivita Specifica (Injected Specific Acti-
vity), Peso corporeo (BW), e Massa di (a) ['"C]JCFN e (b) [""C]MeNTL in gruppi di soggetti alcoldipendenti
(AD) e soggetti sani di controllo (HC).

() [""C]CFN AD (N = 25) HC (N = 30)

Media DS Media DS
lg CFN 0.82 0.70 0,63 0.47
Inj. Activity (mCi) 19,30 2,23 19,99 3,09
mCidmole 18.444,1 14.248,0 24.955,5 24.467,2
BW (kg) 74,7 13,4 79,3 13,8
Dose (lgkg) 0,011 0,009 0,008 0,006
(b) ['"C]MeNTL AD (N = 20) HC (N=18)

Media DS Media DS
lg MeNTL 2,48 1,29 2,40 1,76
Inj. Activity (mCi) 18,87 3,07 17,52 2,19
mCidmole 4.719,6 3.054,8 5.050,4 3.981,3
BW (kg) 73,9 13,4 76,3 13,1
Dose (lgkg) 0,033 0,030 0,035 0,019

La comparazione al t-Test tra gruppi AD e HC non ha rilevato differenze significative (per tutti p >0,15).

In questo studio i volumi di interesse (VOI) riguardavano lo striato ventrale, la corteccia
cingolata, il nucleo caudato, il putamen, l'insula, il globo pallido, il talamo e I'amigdala. | VOI
erano stati definiti manualmente con sequenze tridimensionali MRI spoiled gradient-recal-
led echo per il putamen, il nucleo caudato e il talamo, mediante strumento di definizione
sviluppato in loco. Lo striato ventrale e stato definito con le modalita gia descritte (Bau-
mann 1999; Martinez 2003; Oswald 2005). Per i restanti VOI, & stato effettuato un trasferi-
mento spaziale di un template VOI standard (Hammers 2003; Mazziotta 1995; disponibile
su http:/www.loni.ucla.edu), sulle immagini MRI dei singoli soggetti, mediante parametri di
normalizzazione spaziale da MRI-to-MRI, ottenuti con il modulo di normalizzazione spaziale
(SPM) (Ashburner 2004), modificato per adattarlo ai profili delle strutture ricavati dalla
MRI. I VOI sono stati poi trasferiti sullo spazio PET in base ai parametri di coregistrazione
MRI-PET ottenuti con il modulo di coregistrazione SPM2 e applicati ai singoli frame PET per
ottenere le curve tempo-radioattivita dei VOL.

La variabile di interesse che costituiva 'outcome primario per i recettori MOR e DOR era
il potenziale di legame BPND (Innis 2007) di ['"C]CFN e di ['"C]MeNTL, rispettivamente.
Per [""C]JCFN e stato utilizzato il metodo Reference Tissue Graphical Analysis (RTGA, Lo-
gan 1996), con il lobo occipitale come regione di riferimento e ponendo a 0,104/minuto la
costante del tasso di clearance cervello-sangue della regione di riferimento (k2R) (Endres
2003; Forst 1990). Le stime dei valori BPND mediante RTGA erano fortemente correlati
con quelli ottenuti dal modello cinetico basato su funzioni diinput arterioso (Endres 2003).
L'analisi peril ['""C]MeNTL differiva da quella utilizzata per [""C]CFN. In primo luogo, abbia-
mo analizzato i dati servendoci di un modello bi-compartimentale tissutale (TTCM). E’ stato
cosi stabilito che, malgrado il buon adattamento dei dati ottenuti con il TTCM, erano pre-
senti valori anomali occasionali (<10% delle regioni). A questo punto abbiamo esaminato i
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dati mediante PRGA (Plasma Reference Graphical Analysis, Logan 1990) per ottenere i vo-
lumi distributivi (VT); il BPND['"'C]MeNTL é stato ottenuto come coefficiente di riferimento
VT meno 1. | valori regionali del BPND["'C]MeNTL della PRGA si correlano bene con quelli
del TTCM (TTCM =0,94 PRGA + 0,15; R2 = 0,601) senza produrre anomalie apparenti. Per
questo motivo si & deciso di utilizzare la metodica PRGA per il BPND['"C]MeNTL. Le curve di
Logan per il ['""C]JCFN si avvicinavano alla linearita, a partire dai 10 minuti successivi all'inie-
zione, come descritto in precedenza (Zubieta 2001). Le curve di Logan plasmatiche per il
[""C]MeNTL si avvicinavano alla linearita in tutte le regioni esaminate, nel giro di 20 minuti,
in tutti i soggetti t* & stato posto a 20 minuti per entrambi i ligandi.

Tutte le analisi statistiche sono state effettuate utilizzando la versione SAS 9.2 (SAS Insti-
tute Inc., Cary, NC). Le possibili differenze nei legami regionali di [''C]MeNTL e di ['""C]CFN
tra i due gruppi di soggetti (alcoldipendenti e controlli) sono state individuate mediante
analisi indipendenti di covarianza (ANCOVA) per ciascuno degli 8 volumi cerebrali. Nel mo-
dello sono state incluse come covariate l'eta e il genere, in quanto e risultato che entrambi
influenzavano BPND[""C]MeNTL (Zubieta 1999). Lo status di fumatore é stato aggiunto
come covariata solo in un’analisi secondaria, in base ai risultati descritti nel paragrafo suc-
cessivo. Analisi indipendenti di covarianza sono state eseguite per ciascun volume cerebra-
le su un modello comprendente i VOI come variabile indipendente, a causa della varianza
non omogenea trai VOI. Per la correzione dei confronti multipli & stata adottata la tecnica
adattativa step-down di Bonferroni (Hochberg e Benjamin, 1990) che si basa sul metodo
Bonferroni-Holm (Holm, 1979). Vengono riportati i valori p non corretti e quelli corretti
(indicati con Q). L'associazione tra il legame regionale di ['"C]CFN e quello di [""C]MeNTL e
'anamnesi familiare di alcolismo, i problemi psicologici (punteggi BDI, BAI, BSI), il craving
(punteggi OCDS, VAS e Penn Craving Scale), il consumo recente di alcol (humero di drink
per ciascun episodio, numero di episodi per settimana, numero totale di drink) e la gravita
dei sintomi astinenziali (punteggio CIWA) e stata analizzata caso per caso come covarianze
indipendenti. Per la correzione dei confronti multipli per tutti e 8 i VOI & stato applicato il
metodo Bonferroni (Hochberg e Benjamin, 1990) e sono stati riportatii valori di p corretti
(indicati come Q).

Le SPM sono state effettuate al fine di confermare i risultati relativi ai VOI, e determinare
se gliincrementi regionali di (BPND) [''"C]JCFN nei soggetti alcoldipendenti erano pil gene-
ralizzati ed estesi ad altre regioni non prese in esame. | volumi funzionali (mappe voxel per
voxel) del (BPND) sono stati normalizzati in riferimento ad un cervello standard mediante
normalizzazione spaziale MRI-to-MRI e parametri di coregistrazione PET-to-MRI utilizzando
moduli SPM5, applicando poi un filtro di smoothing gaussiano di 12mm FWHM. Per ciascun
voxel sono stati assunti modelli statistici parametrici, utilizzando il modello lineare gene-
rale. Ulteriori analisi sono state effettuate per il controllo dello status di fumatore come
variabile di disturbo. Per ridurre 'eventualita di falsi positivi, il volume di ricerca é stato li-
mitato ai voxel della sostanza grigia, per eliminare i cluster di sostanza bianca. Test statistici
voxel-wise sono stati effettuati per valutare le differenze di potenziale di legame BPND tra
i soggetti alcoldipendenti e i controlli. Per le differenze di gruppo (t>4,6) & stato adottato
un livello di significativita di p<0,05, corretto per errore family-wise.
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3. Risultati

Al controllo per eta e per sesso, i soggetti alcoldipendenti presentavano un valore piu ele-
vato di ['"C]CFN BP,, rispetto ai controlli sani, per tuttii VOI. Leffetto risultava altamente
significativo in tutte le regioni esaminate: amigdala (p e Q=0,002), insula, striato ventrale,
caudato, globo pallido, putamen e talamo (tutti p e Q=0,001). Viceversa, il valore di [''C]
MeNTL BP,, non differiva tra i due gruppi di soggetti, in nessuna delle regioni esaminate.
Il valore medio (+ SD) VT del cervelletto non differiva tra i soggetti alcoldipendenti (7,75 +
1,57 ml/ml) e i controlli (8,0+1,53 ml/ml; t=0,47; df=36; p=0,638).

Anche l'analisi di covarianza (ANCOVA) confermava 'effetto complessivo su [""CJCFN BP ..
Rispetto agli uomini, le donne presentavano un valore mediamente inferiore di ['"C]JCFN
BP,, nella corteccia cingolata (0,74+0,02 contro 0.65+0,3, p e Q=0,01) e nello striato ven-
trale (1,76+0,06 contro 1,47+0,08, p e Q=0,005). Le donne evidenziavano anche una ten-
denza a registrare valori piu elevati per [""CJMeNTL BP,, nell'amigdala, rispetto agli uomini
(0,91+0.08 contro 0,64+0,06, p =0,009, Q=0,07).

Figura 1 - Livello di [""C]JCFN BP, in soggetti alcoldipendenti (AD) vs soggetti sani di controllo (HC). Le
barre rappresentano il valore medio + SEM di ['"C]CFN BP,, corretto per eta, sesso e status di fumatore
peril cingolo, (Cg), l'amigdala (Am), linsula (In), lo striato ventrale (vS), il putamen (Pu), il nucleo caudato
(CN), il globus pallidus (GP), e il talamo (Th). L'asterisco al di sopra dei Volumi di Interesse (VOI) indica la
differenza nel livello di [""C]JCFN BPND tra soggetti AD e HC risultata significativa in base ai test post-hoc
di Bonferroni-Holm (per tutti i VOI indicati,p < 0,004).
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Aggiungendo il fumo come covariata non si modificavano gli incrementi di [""CJCFN BP,
nei soggetti alcoldipendenti rispetto ai controlli. | primi presentavano, infatti, valori signi-
ficativamente piu elevati di [""CJCFN BP, ; nell'amigdala (p e Q = 0,002), nella corteccia cin-
golata, nell'insula, nello striato ventrale, nel caudato, nel globo pallido, nel putamen e nel
talamo (in tutti p e Q <0,001). La Figura 1 indica i valori medi di [""CJCFN BP,, corretti per
eta, genere e status di fumatore. Come si evince dalla figura, la differenza media traigrup-
pi risulta piu accentuata nel globo pallido e nello striato ventrale. Il valore piu elevato di
['"C]JCFN BP,, nei soggetti alcoldipendenti rispetto ai controlli & evidente nelle immagini
relative allo striato ventrale della Figura 2.
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Figura 2 - Immagini dei valori medi di [""C]CFN BPND nei soggetti di controllo (a) e nei soggetti alcoldi-
pendenti (b). La legenda cromatica rappresenta i livelli di [""C]JCFN BPND da 0 (celeste) a 1,85 (rosso).
Viene riportata anche l'immagine media alla risonanza magnetica di tutti i soggetti (c). Le immagini sono
state acquisite a livello dello striato ventrale.

A Soggetti di controllo B Alcolisti

BPyp (unitless) 1.85

Come evidenziato nella successiva Figura 3, per quanto la direzione degli effetti registrati
in diverse regioni cerebrali fosse simile a quella osservata per ['"CJCFN BP,, il ["C][MeNTL
BP,, non risultava significativamente diverso nei soggetti alcolisti rispetto ai controlli, una
volta corretto per eta, genere e status di fumatore. Una volta corretto per eta, genere e
gruppo di appartenenza (alcoldipendenti o controlli), il ['"C]CFN BP, , non presentava diffe-
renze traifumatori (n=29) e i non fumatori (n=26), se non per il fatto che i fumatori presen-
tavano un valore di [""CJCFN BP, , inferiore nel globo pallido (Tabella 3). Dopo la correzione
per eta e genere, [""CJMeNTL BP, ;, non mostrava differenze tra i fumatori (n=18) e i non
fumatori (n=20) in nessuno dei VOI (dati non riportati). Le Tabelle 4a e 4b indicano, rispet-
tivamente, il valore medio di ['"C]CFN BP,, e di ["C]MeNTL BP, , negli 8 VOI, nei soggetti
alcoldipendenti e nei controlli, dopo la correzione per eta, genere e status di fumatore.

Figura 3 - ['"C]MeNTL BP,, nei soggetti alcoldipendenti (AD) versus i controlli sani (HC). Le barre rap-
presentano il valore medio + SEM di [""C]MeNTL BP, , corretto per eta, sesso e status di fumatore per il
cingolo (Cg), 'amigdala (Am), l'insula (In), lo striato ventrale (vS), il putamen (Pu), il nucleo caudato (CN), il
globus pallidus (GP), e il talamo (Th). Non sono state evidenziate differenze significative nei livelli di ["'C]
MeNTL BP,, tra soggetti AD e soggetti HC in nessuno dei volumi di interesse (VOI) raffigurati.
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2.6.4 Legame tra i recettori oppioidi mu e delta in soggetti sani e alcolisti: studio di PET

La mappatura statistica parametrica di ['""CJCNF BP, ; nei soggetti alcolisti e nei soggetti di
controllo ha confermato che i primi presentavano livelli superiori. Lo status di fumatore,
aggiunto come variabile di disturbo nell’'analisi di contrasto dei due gruppi, non modificava
il risultato. Pit precisamente, le differenze di gruppo venivano identificate sotto forma di
due ampi volumi simmetrici di 218 ml (a sinistra) e 222 ml (a destra), con il picco in corri-
spondenza del talamo (Figura 4). Le coordinate X, y, z erano 20, -12, 4 (Picco T=7,5) e -22,
12,6 (Picco T=7,49) rispettivamente per il volume sinistro e peril volume destro (Figura 4).
Non si osservavano differenze per ["'CJCFN BP,, tra i soggetti alcoldipendenti e i controlli
nelle aree parasagittali. Viceversa, coerentemente con l'analisi dei VOI, la mappatura pa-
rametrica di BP,, non rivelava alcuna differenza significativa nel livello di ["'C]JMeNTL tra i
due gruppi di soggetti.

Tabella 3 - Effetti dello status di fumatore sul valore medio di [""CJCFN BP,. | dati indicati sono valori
medi di gruppo e SEM con p-values per i soggetti fumatori e non fumatori, corretti per et3, sesso e
gruppo di appartenenza (alcoldipendenti vs controlli) per ciascun volume di interesse (VOI). | valori di Q
indicano i valori di p corretti secondo metodica step-down di Bonferroni-Holm (Hochberg and Benjamini,
1990) per la correzioni dei confronti multipli. | volumi di interesse significativi con il valore di p corretto
sono stati evidenziati in blu.

Fumatori Non fumatori

VOI Media SEM Media SEM p Q(Holm)
Cingolo 0,670 0,025 0,732 0,025 0,099 0,099
Amigdala 1,261 0,063 1,382 0,064 0,204 0,204
Insula 0,781 0,030 0,817 0,031 0,432 0,432
Striato ventrale 1,590 0,065 1,673 0,066 0,396 0,396
Putamen 1,066 0,042 1,169 0,043 0,107 0,107
Caudato 1,206 0,055 1,302 0,056 0,243 0,243
Globus pallidus 1,016 0,056 1,380 0,058 <0,001 <0,001
Talamo 1,189 0,043 1,243 0,044 0,400 0,400

Come indicato in Tabella 1, i soggetti alcoldipendenti hanno ottenuto punteggi signifi-
cativamente superiori relativamente al livello di dipendenza dall'alcol (ADS) e al recente
consumo di alcol, registrato mediante TLFB (consumo di bevande alcoliche giornaliero,
settimanale, complessivo negli ultimi 90 giorni; per tutti p < 0,0001, t-test). Si & osserva-
ta un'associazione positiva significativa tra il consumo alcolico recente e [""CJ[MeNTL BP, |
nel caudato (consumo medio di bevande alcoliche giornaliero, coefficiente 20,4, p=0,001,
Q=0,003), settimanale (coefficiente 15,5, p=0,002, Q=0,01), e consumo totale (coefficien-
te 15,8, p=0,001, Q=0,01). Al contrario, non sono state rilevate associazioni tra il consumo
alcolico registrato dal TLFB nei 90 giorni precedentie il livello di [""C]JCFN BP,; in nessuno
dei VOI. [""C]JCFN BP, , e ['"C]MeNTL BP, , non presentavano neanche alcuna associazione
significativa con la scala ADSI, 'eta di insorgenza della dipendenza, o gli anni di consumo
pesante di alcol nei soggetti alcoldipendenti.

Nell'ambito del protocollo di ricovero, era stata osservata una modesta sintomatologia
astinenziale, evidenziata dai picchi delle misure CIWA-AR durante tutto il periodo, dal gior-
no 1 fino al giorno 5 di degenza (picco medio = 5 + 2,6 SD). | sintomi astinenziali regredi-
vano in quinta giornata (punteggio medio CIWA al giorno 5= 0,44 + 1,1 SD), giorno in cui
venivano eseguite le tomografie PET. Il CIWA registrato nel giorno della PET non eviden-
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ziava differenze tra gli alcolisti e il gruppo di controllo (Tabella 1). Alla verifica dello status
di fumatore, dell'eta e del genere, nessuno dei due punteggi CIWA (valori medi per tutto il
periodo di degenza e valori registrati prima della PET) risultava predittivo ai fini dei valori
di [CJCFN BP,, 0 di ['"CIMeNTL BP,,..

Figura 4 - Immagini cerebrali di [""C]CFN BP,, mostrate sotto forma di cluster biemisferici di SPM (Map-
patura Statistica Parametrica) in vista laterale, frontale e superiore. Lintersezione delle linee azzurre
individua il picco talamico. Lo status di fumatore é stato aggiunto come variabile di disturbo nell'analisi
di contrasto dei soggetti alcolisti e controlli. La legenda cromatica raffigura i valori di picco di t, nell'in-
tervallo tra 0 (rosso) e 7,5 (giallo/bianco). Le differenze significative tra i due gruppi di soggetti sono
evidenziate in giallo (t-values >4,6, p < 0,05 family-wise error [FWE]).

P<0.05, FWE-corrected

© - N W s N B N

Tenuto conto che l'anamnesi familiare costituisce un noto fattore di rischio per l'alcolismo,
ne & stato valutato il valore predittivo, correggendo in fase di analisi per eta, sesso, status
di fumatore e gruppo di appartenenza. | soggetti con anamnesi familiare positiva per l'al-
colismo (FHP, n=23) non presentavano livelli differenti di [""CJCFN BP,, (p>0,09, Q>0,8)
rispetto ai soggetti con anamnesi familiare negativa (FHN) (n=26) in nessuno dei VOI. Stra-
tificando per gruppi, i soggetti FHP alcoldipendenti (n=14) non differivano dai soggetti
FHN (n=10) relativamente a [""CJCFN BP,_ in nessuno dei VOI (tutti p>0,1 Q>0,2). Analoga-
mente, i controlli con anamnesi familiare positiva per alcolismo (n=9) non differivano dai
soggetti con anamnesi negativa (n=16) relativamente al livello di [""C]JCFN BP,, in nessuno
dei VOI (p>0,2, Q=1,0). Confrontati con i soggetti FHN (n=19), i soggetti FHP (n=16) eviden-
ziavano una tendenza a registrare un valore medio pit basso di ['"CJMeNTL BP, , nell'insula
(FHN: 0,95+0,04 contro FHP: 1,07+0,04, p=0,04, Q=0,073). Alla luce dei valori medi e delle
deviazioni standard osservate peridue gruppi, & stata effettuata un'analisi delle dimensio-
ni del campione per individuare un effetto con forza 0,90%. E stata cosi stimata una dimen-
sione del campione pari a 70 (ovvero 35 per ciascun gruppo) per p=0,05 nell'insula. Dopo
la stratificazione per gruppi, i soggetti alcoldipendenti e con anamnesi familiare positiva
(n=11) non differivano dai soggetti con anamnesi negativa (n=8) in nessuno dei VOI (p>0,1,
Q=1,0), e i soggetti sani con anamnesi familiare positiva (n=5) non differivano da quelli con
anamnesi familiare negativa (n=11) in nessuno dei VOI (p>0,08, Q>0,3).
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Come indicato in Tabella 1, i soggetti alcoldipendenti riferivano con maggiore frequenza
sintomi di ansia (BAI), depressione (BDI), e problemi di natura psicologica (BSI) rispetto ai
controllisani (tutti p<0,0001, t-test). LANCOVA per questi dati evidenziava l'assenza di una
relazione diretta tra ansia, depressione e misure globali dei problemi psicologici ottenute
con i metodi BAI, BDI-ll e BSI, e i livelli di [""CJCFN BPND o ["'C]MeNTL BP ..

| soggetti alcoldipendenti registravano un livello superiore di craving alla Penn Craving
Scale, VAS, e OCDS, rispetto ai controlli (Tabella 1, tutti p<0,0001, t-test). E emersa una
correlazione negativa tra i punteggi massimi di craving registrati alla VAS nel periodo suc-
cessivo al ricovero eil livello di [""CJCFN BP, , nell’amigdala (F=5,0 p e Q=0,04), nello striato
ventrale (F=10,6 p e Q=0,004) e nel talamo (F=4,5 p e Q=0,055). Non si evidenziava invece
alcuna relazione tra i punteggi ottenuti con gli altri strumenti di misurazione del craving
(OCDS o Penn Craving Scale) peril livello di [""CJCFN BP,, o di [''C]MeNTL BP, ; nei soggetti
alcoldipendenti.

4. Discussione

Dallo studio presentato sono emersi 5 risultati principali. In primo luogo, i soggetti (uomini
e donne) alcoldipendenti che si erano astenuti per cinque giorni dal consumo di bevande
alcoliche presentavano livelli di ["C]CFN BP,, piu elevati rispetto ai controlli di entrambi i
sessi, in corrispondenza di alcune regioni cerebrali e pit precisamente dello striato ventra-
le, dell'amigdala, del caudato, del pallidus, dell'insula, del putamen e del talamo. L'osser-
vazione é stata confermata anche dopo la correzione per eta, genere e status di fumatore.
L'analisi statistica parametrica (SPM) ha suffragato tali risultati, evidenziando che ['effetto
dell’alcol risulta ancora piu globale di quanto suggeriscano le analisi dei VOI. In secondo
luogo, malgrado la direzione degli effetti in diverse aree cerebrali fosse simile a quella os-
servata per [""CJCFN BP,
Ferenze significative nei livelli di [""CIMeNTL BP,, tra i soggetti alcoldipendenti e i controlli
sani. In terzo luogo, il livello di ["C]MeNTL BP, ; nel caudato si correlava positivamente con
il consumo recente di alcol nei soggetti con dipendenza. In quarto luogo, e stata individua-
ta una correlazione negativa significativa tra il livello di ['""CJCFN BP,, e il picco massimo
di craving alla VAS, in diversi VOI. Infine, le altre misure di dipendenza da alcol e di gravita
della sindrome astinenziale, dell'umore, e degli altri sintomi psicologici, sono risultate non
associate ai livelli di [""CJCFN BP,, o di ['"C]MeNTL BP, .. Ciascuno di questi risultati viene
analizzato in dettaglio nei paragrafi seguenti.

| risultati da noi ottenuti in merito alla comparazione tra livelli di [""CJCFN BP, in 25 sog-
getti alcoldipendenti e 30 soggetti di controllo, sono in linea con i livelli pit elevati di [''C]
CFN BP,, nello striato ventrale riscontratiin 25 soggetti alcoldipendenti di sesso maschile
rispetto a 10 controlli sani nello studio di Heinz e colleghi (2005). Oltre a cio, i soggetti al-
coldipendenti presentavano livelli superiori di [""CJCFN BP,  in corrispondenza di amigdala,
caudato, pallidus, insula, putamen e talamo. La conclusione cui & giunto il nostro studio in
merito alla possibile maggiore pervasivita dell'aumento di ["'C]JCFN BP, € in linea con la re-
gistrazione diuna tendenza all'incremento dei volumi di distribuzione di [''C]diprenorfina a
livello regionale e globale, nei soggetti alcoldipendenti (n=11) rispetto ai controlli (n=13),
sebbene non si tratti di un effetto statisticamente significativo (Williams 2009). Gli autori
fanno notare che lo studio potrebbe essere sottodimensionato sotto il profilo del potere
statistico e che si e registrato un notevole livello di variabilita, forse dovuto al legame tra

i volumi di interesse e le mappe SPM non hanno evidenziato dif-

Limpatto dei

problemi psicologici

e del craving
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[""C]diprenorfina e tutte e 3 le sotto unita (y, 6 e k) del recettore oppioide.

Tabella 4 - (a) Valore medio di [""C]CFN BP,, e (b) Valore medio di [""C]MeNTL BP, nei soggetti alcoldi-
pendenti (AD) e nei controlli sani (HC). | dati indicati rappresentano valori medi di gruppo e valori SEM,
F p corretti per eta, sesso e status di fumatore per ciascun volume di interesse (VOI). | valori Q(Holm)
indicano i valori di p corretti con il metodo step-down Bonferroni-Holm (Hochberge Benjamini, 1990) per
la correzione dei confronti multipli. | VOI significativi con valore di p corretto p < 0,05 sono evidenziati
in grassetto.

(a) [''CICFN BP,, AD (N = 25) HC (N = 30)

VOI Media SEM Media SEM F p Q(Holm)
Cingolo 0,768 0,026 0,634 0,023 13,787 0,001 0,001
Amigdala 1,472 0,066 1,170 0,060 10,897 0,002 0,002
Insula 0,885 0,032 0,713 0,029 15,379 <0,001 <0,001
Striato ventrale 1,826 0,068 1,438 0,061 17,106 <0,001 <0,001
Putamen 1,272 0,044 0,962 0,040 25,716 <0,001 <0,001
Caudato 1,395 0,057 1,113 0,052 12,677 0,001 0,001
Globus pallidus 1,494 0,059 0,902 0,053 52,052 <0,001 <0,001
Talamo 1,329 0,045 1,102 0,041 13,201 0,001 0,001
(b) ["CIMeNTL BP, AD (N = 25) HC (N = 30)

VOI Media SEM Media SEM F p Q(Holm)
Cingolo 0,935 0,042 0,826 0,046 2,389 0,132 0,132
Amigdala 0,859 0,075 0,694 0,082 1,738 0,196 0,196
Insula 1,070 0,045 0,939 0,050 3,038 0,091 0,091
Striato ventrale 0,993 0,078 0,776 0,085 2,835 0,102 0,102
Putamen 1,442 0,063 1,258 0,069 3,103 0,087 0,087
Caudato 1,061 0,067 0,843 0,073 3,846 0,058 0,058
Globus pallidus 0,874 0,059 0,687 0,065 3,677 0,064 0,064
Talamo 0,300 0,022 0,261 0,024 1,108 0,300 0,300

La metodologia adottata per questo studio differisce da quella adottata dagli studi prece-
denti per numerosi aspetti di rilievo. In primo luogo, nello studio sono stati arruolati sog-
getti alcoldipendenti di entrambi i sessi e soggetti sani di pari eta, utilizzando procedure di
psicodiagnostica rigorose per escludere il consumo di droga in corso, o altri disturbi legati
al consumo di droga, e altri disturbi psichiatrici di Asse 1 in corso. Et3, genere, consumo di
sostanze e problemi psichiatrici costituiscono tutti fattori confondenti di rilievo che no-
toriamente influiscono sul sistema oppioide endogeno. In secondo luogo, tutti i soggetti
sono stati ospitati nella medesima unita di ricerca residenziale, dove il controllo sull’alimen-
tazione, il divieto di fumo e i test tossicologici sulle urine avevano lo scopo di escludere
['utilizzo di altre sostanze prima dell'acquisizione delle immagini PET. Per i soggetti alcol-
dipendenti, tutte le scansioni sono state effettuate nellambito di un protocollo di disin-
tossicazione che prevedeva l'astensione da alcolici sotto monitoraggio medico, e con tem-
pistica prefissata per 'acquisizione delle immagini e per l'inizio del periodo di astinenza. |
soggetti alcoldipendenti sono stati arruolati nello studio con un consumo alcolico ancora
attivo, interrompendo l'assunzione di alcol all’atto del ricovero. In terzo luogo, i recettori
MOR e DOR sono stati esaminati con PET eseguita con [""C]CFN, un radioligando selettivo
peri MOR, e con ['"C]MeNTL, un radioligando selettivo per i DOR, in condizioni validate di
astinenza dal consumo di alcol e tutti nel medesimo giorno del periodo di astinenza (giorno
5). Linterruzione nell'assunzione di alcolici induce un processo di modifica dinamica del
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sistema oppioide endogeno, ed e probabile che tale processo risulti piu accentuato nel
corso dei primi giorni di astinenza. In tal modo, programmando ['acquisizione delle imma-
gini PET in uno dei primi giorni di astinenza si riesce a ridurre al minimo la varianza dei
dati, tipicamente ottenuta quando la tempistica delle scansioni puo oscillare di giorni o
persino diintere settimane. In quarto luogo, durante il periodo di astinenza non sono stati
utilizzati quei farmaci (come le benzodiazepine) che potrebbero alterare la funzione recet-
toriale (Cox 2001). In quinto luogo, sono stati esaminati 8 VOI cerebrali, localizzati nelle
aree mesolimbiche ricche di recettori oppioidi, come lo striato ventrale e 'amigdala, asso-
ciate al potenziamento degli effetti dell’alcol, alla dipendenza e al craving. Infine, dato che
molti dei soggetti alcoldipendenti erano anche fumatori, si & deciso di reclutare soggetti
sani con un elevato consumo di tabacco ma non di alcol e senza problemi legati all'alcol,
al fine di compensare e controllare anche il ruolo del tabagismo. Quest’ultimo punto &
di particolare rilievo, in quanto circa '80% dei soggetti alcoldipendenti si definisce anche
un consumatore regolare di tabacco (Batel 1995; DiFranza 1990) dichiarando di fumarne
notevoli quantita (Dawson, 2000), in confronto a chi ne fa solo un uso ricreativo. Nessuno
dei precedenti studi alla PET prevedeva il confronto con soggetti fumatori senza problemi
di alcol. Il design dello studio qui presentato ha al contrario consentito di controllare in
maniera rigorosa anche ['uso di altre sostanze, la presenza di disturbi psichiatrici, la durata
del periodo di astinenza e il consumo di sigarette. E' probabile che il livello di significativita
sia stato raggiunto grazie alle maggiori dimensioni del campione analizzato e al controllo
rigoroso di questi potenziali fattori confondenti.

Precedenti studi su volontari sani hanno indicato, utilizzando le immagini PET per [''C]
MeNTL, che le aree ricche di recettori DOR comprendono le regioni neocorticali (insulare,
parietale, frontale, cingolata e occipitale), il nucleo caudato, il putamen e l'amigdala (Ma-
dar 1996). Inoltre le immagini PET di ['"C]MeNTL sono state utilizzate con successo anche
per esaminare le differenze di gruppo per altre patologie, come l'epilessia (Madar 1997) e
il carcinoma (Madar 2007). Il nostro & il primo studio che confronta la disponibilita dei DOR
in soggetti alcoldipendenti in astinenza recente e in controlli sani. | dati raccolti suggeri-
scono che il recettore delta possa essere sensibile al comportamento alcolico pil recente,
e testimoniano del ruolo svolto da recettori nell'alcoldipendenza, in modo particolare se
esaminati nel quadro del nostro precedente studio, in cui si indicava che la dose clinica di
naltrexone (50 mg) non produceva che una inibizione parziale (21%), per di piU caratte-
rizzata da un’elevata variabilita intersoggettiva, del legame ['"C]MeNTL, nei soggetti con
dipendenza da alcol (Weerts 2008). Considerato che la stessa dose di naltrexone produce
una inibizione quasi completa (95%) del legame ['"C]CFN, ¢ lecito supporre che 'utilizzo
del naltrexone per bloccare i recettori DOR potrebbe contribuire alla variabilita degli esiti
del trattamento, e potrebbe essere influenzato dai diversi livelli di disponibilita del recet-
tore DOR presenti prima dell’inizio del trattamento. Dal presente studio non sono emerse
significative differenze nei livelli di [""C]MeNTL BPND tra i due gruppi di soggetti parteci-
panti. Queste conclusioni sono in contrasto con gli studi preclinici effettuati su ceppi di
roditori con e senza predilizione per l'alcol, che indicavano incrementi e decrementi della
densita dei DOR nelle regioni mesolimbiche (de Waele 1995; Marinelli 2000; McBride 1998;
Soini 1998). Considerato che le variazioni intersoggettive (misurate sotto forma di coeffi-
ciente di variazione) risultavano simili tra [''C]CFN e ['"C]MeNTL per le regioni esaminate,
['assenza di differenze di gruppo peril ['"C]MeNTL non puo essere attribuita alla maggiore
variabilita del legame. Una possibile obiezione & che le stime regionali di ["'"CJ[MeNTL BP,
erano piu basse rispetto alle stime di [""CJCFN BP, .. Di conseguenza, si potrebbe sostenere
che il valore inferiore del segnale-rumore (SNR), ovvero il legame specific - to-non speci-
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fic di ['""C]MeNTL, potrebbe mascherare le potenziali differenze di gruppo. In alternativa,
il mancato riscontro di differenze tra i due gruppi potrebbe essere collegato alle minori
dimensioni del campione utilizzato per la scansione di [""C]MeNTL. E’ ipotizzabile che cam-
pioni di dimensioni maggiori potrebbero rivelare aumenti significativi di ['""C]JMeNTL BP, .
Il valore piu elevato di [""CJCFN BP,  nei soggetti alcoldipendenti puo avere diverse spie-
gazioni. Potrebbe essere dovuto a una maggiore disponibilita di MOR, causata dal minore
tasso di occupazione dei recettori da parte degli oppioidi endogeni. In alternativa, l'incre-
mento potrebbe essere l'effetto di una maggiore densita dei MOR (ad esempio a causa
di una sovra-regolazione del recettore Mu). Tale elevazione del livello di [""CJCFN BP,, nei
soggetti alcoldipendenti, in confronto ai controlli, potrebbe essere una conseguenza (i)
dell'astinenza; (ii) di una dipendenza o di un consumo rischioso di alcol di lungo periodo;
(i) di differenze ereditarie nel funzionamento del sistema oppioide; e/o (iv) di differenze
acquisite a causa di fattori ambientali (infanzia difficile, stress cronico) che potrebbero al-
terare il livello di [""CJCFN BP, .. Alcune di queste ipotesi non mancano di fondamento. Gli
studi sui roditori hanno indicato la presenza di un maggiore livello di legame dei MOR in
alcune aree limbiche, tra cui il nucleo accumbens, in corrispondenza di un consumo pro-
lungato di alcol (5 settimane, Cowen 1998, 1999; Djouma 2002) e nel corso di un periodo
di astinenza (da 1 a 10 giorni, Djouma 2002). Alcuni studi sulle variazioni genetiche dell’at-
tivita degli oppioidi hanno anche indicato una maggiore densita dei MOR nelle strutture
limbiche, come 'accumbens e ['lamigdala, nelle linee di roditori con preferenza per l'alcol,
rispetto alle linee senza preferenza (de Waele 1995; Marinelli 2000; McBride 1998), seb-
bene non tutti gli studi concordino con tale indicazione (Fadda 1999). Per quanto il nostro
studio non abbia trovato alcuna correlazione diretta tra ['"C]CFN BP, , e misure dell'ansia,
della depressione e dei problemi psicologici, i soggetti con dipendenza da alcol riferivano
sintomi significativamente piU gravi per tutte queste misure, anche dopo l'esclusione dei
soggetti con anamnesi di altri disturbi di Asse |.

Nello studio qui presentato, & stata raccolta un'anamnesi familiare dettagliata per tutti i
partecipanti, classificando i soggetti in base alla presenza di alcolismo tra i membri della
Famiglia. L'aumento di ['"CJCFN BP, , non appare direttamente correlato con 'anamnesi fa-
miliare di alcolismo. | soggetti con anamnesi familiare positiva non presentavano differen-
ze di [""CJCFN BP,, rispetto ai soggetti con anamnesi negativa, in nessuno dei VOI. Anche
Heinz e colleghi (2005) non hanno riscontrato alcun effetto dell'alcolismo familiare su [''C]
CFN BP,.. Analogamente, gli autori del presente studio hanno gia riferito in precedenza
dell'assenza di differenze significative nella produzione di dopamina mesolimbica indotta
dall'anfetamina, nelle risposte soggettive, o nelle misure dell'ormone dello stress, in fun-
zione di un’anamnesi familiare di alcolismo (Munro 2006). Sembra dungue poco plausibile
che l'osservato aumento di ["'CJCFN BP, , possa essere attribuito unicamente ad astinenza
acuta, né e stata da noi rilevata la presenza di correlazioni tra BPND e la gravita della crisi
astinenziale, misurata in base alla scala CIWA-Ar nel corso del nostro studio. La decisione di
fare partecipare allo studio solo i soggetti alcoldipendenti con sintomi di astinenza relati-
vamente lievi potrebbe tuttavia avere diminuito la probabilita di osservare un tale effetto.
Nello studio condotto da Heinz e colleghi (2005), é stata osservata una maggiore disponi-
bilita di MOR nello striato ventrale dopo 1-3 settimane di astinenza dall’alcol, e i valori sono
rimasti elevati e stabili per le 5 settimane successive, quando venivano ripetute le scansioni
PET per ['"C]CFN in un sottogruppo di soggetti alcoldipendenti. Analogamente, i volumi di
distribuzione della ['"C]diprenorfina si rivelavano stabili se esaminati a 2 settimane, e suc-
cessivamente a 2 mesi di distanza dal periodo di astinenza (Williams 2009).

Né il nostro studio né quello di Heinz e colleghi (2005) indicavano alcuna correlazione tra
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la disponibilita di MOR e ['anamnesi alcolica o il grado di alcoldipendenza. Anche Williams
e colleghi (2009) non riscontravano correlazioni tra 'abitudine al consumo di alcol o la gra-
vita dell’alcoldipendenza e i volumi distributivi del tracciante non selettivo [''C]diprenor-
fina. Una correlazione positiva, al contrario, veniva da noi osservata tra consumo recente
di alcol e ['"C]MeNTL BPND nel nucleo caudato. Va tuttavia sottolineato che la capacita
di osservare una relazione tra misure del consumo alcolico e ["'CJCFN BP,, nei soggetti
alcoldipendenti pud essere compromessa dall'omogeneita e dalla cronicita del campione,
ovvero tuttii soggetti erano forti bevitori di lungo periodo. Il maggior livello di binding dei
MOR veniva osservato dopo solo 5 settimane di assunzione di alcol. Se il consumo cronico
produce una sovra-regolazione dei MOR, é probabile che cid avvenga in un fase preceden-
te alla progressione da consumo regolare a stato di dipendenza, e che non sia rilevabile
allinterno del nostro campione relativamente omogeneo di soggetti alcoldipendenti da
lungo tempo.

Una correlazione inversa é stata da noi riscontrata tra le misure del craving alla VAS e [''C]
CFN BP,, in diverse regioni del cervello, tra cui lo striato ventrale, il talamo, e il cingolo. E’
da sottolineare che i soggetti alcoldipendenti mostrano una maggiore attivazione di que-
ste aree cerebrali in risposta allo stimolo alcolico (un sorso di alcol e immagini di bevande
alcoliche) rispetto agli stimoli di controllo utilizzati negli studi di MRI funzionale (George
2001; Myrick 2004). L'attivazione dell'accumbens risultava correlata con un aumento del
craving negli alcolisti e non nei consumatori sociali di alcol (Myrick 2004). La correlazione
inversa con il craving individuata dal nostro studio é stata un risultato inatteso, in quanto i
soggetti alcoldipendenti avevano riportato un craving superiore e livelli pit elevati di [''C]
CFN BP,, rispetto ai controlli. Inoltre, i nostri dati contrastano con le correlazioni positive
tra craving autoriferito e la disponibilita recettoriale per ['""CJCFN ["'C]diprenorfina indica-
ta in precedenza (Heinz 2005; Williams 2009). | punteggi OCD ottenuti il giorno della PET
nel nostro studio erano comparabili a quelli riportati da Heinz e colleghi nello studio del
2005. Una correlazione inversa & stata riportata tra craving e il ligando per i recettori do-
paminergici D2 [18F]desmethoxyfallypride BP, nello striato ventrale nei soggetti alcoldi-
pendenti (Heinz 2004). Sebbene sembra che i recettori D2 e MOR si comportino in maniera
opposta nell'alcoldipendenza, potrebbe verificarsi un'analoga correlazione inversa. Ad
esempio, nell'ipotesi che i peptidi oppioidi vengano ridotti da un consumo cronico di alcol
che induca una sovraregolazione dei MOR, un effetto analogo ma ancora pil accentuato
potrebbe portare ad una maggiore trasmissione degli oppioidi e a una diminuzione del
craving rispetto ai soggetti con un minore livello di sovraregolazione. Qualora il consumo
di alcol inducesse un minor rilascio di oppioidi endogeni, la sovra-regolazione dei recettori
dovrebbe risultare proporzionalmente maggiore della riduzione degli oppioidi affinché si
possa avere un aumento netto della neurotrasmissione degli oppioidi. Cio renderebbe il
livello di craving pit prossimo a quello dei soggetti normali, ma non lo normalizzerebbe del
tutto. Si tratta con tutta evidenza di un'ipotesi puramente speculativa, la cui fondatezza
dovra essere confermata da ulteriori indagini.

Lo studio sin qui descritto presenta alcuni limiti che riducono la possibilita di generalizzarne
i risultati. | soggetti da noi selezionati erano alcoldipendenti senza una storia precedente
di grave sintomatologia astinenziale e dallo studio sono stati esclusi i soggetti che aveva-
no in precedenza necessitato di trattamento con benzodiazepine per crisi di astinenza. Di
conseguenza sono stati esclusi dalla partecipazione allo studio quei soggetti che avevano
sofferto di crisi gravi di astinenza da alcol. Eppure, a dispetto di queste modalita conser-
vative di selezione dei partecipanti, in base alle quali sono stati reclutati soltanto i soggetti
con sintomi astinenziali modesti, le differenze riscontrate nei livelli di [""CJCFN BP, tra i
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soggetti alcoldipendenti e i controlli sono risultate altamente significative per numerosi
volumi cerebrali. Un'ulteriore considerazione va fatta a proposito del carattere di lunga
durata che caratterizzava i soggetti alcoldipendenti partecipanti al nostro studio (in media
15 anni di consumo dipendente). Per questo campione omogeneo, un’esposizione all'alcol
di cosi lunga durata potrebbe avere limiatato la capacita di evidenziare correlazioni tra
[""CICFN BP,, e comportamento/misure cliniche. Si rendono pertanto necessari ulteriori
studi su soggetti che presentino livelli di consumo alcolico pil variati, con e senza diagnosi
di disturbi da consumo di alcol, per comprendere meglio le fasi di transizione del sistema
oppioide, durante la progressione da consumo sociale a consumo intenso e infine a dipen-
denza da alcol.

In sintesi, le nostre osservazioni riguardo all'associazione esistente tra ['"C]JMeNTL BP, e
consumo recente di alcol, unitamente al riscontro di una medesima direzione tra le diffe-
renze di gruppo per ['"C]JMeNTL BP, e per ['"C]CFN BP, indicano un possibile ruolo dei
DOR nell'alcoldipendenza, meritevole di ulteriori approfondimenti. Analizzati congiunta-
mente con i dati dello studio pubblicato in precedenza, secondo cui una dose clinica di nal-
trexone (50 mg) otteneva un blocco soltanto parziale del legame con [""C]MeNTL, i nostri
dati suggeriscono un probabile contributo dei DOR nel causare la variabilita dei risultati
ottenuti dal trattamento con naltrexone, cosi come della dipendenza da alcol. Il livello piu
elevato di ['""C]JCFN BP,, nei soggetti alcoldipendenti potrebbe rappresentare un fattore
predisponente per l'instaurarsi della dipendenza o potrebbe essere il risultato di un consu-
mo di alcol di lunga durata, dell'alcoldipendenza stessa, o dell'astinenza. Il riscontro di un
livello piu elevato di ['"CJCFN BP, ; negli alcolisti costituisce un'evidenza di un ruolo fonda-
mentale dei MOR nella dipendenza da alcol.

Tradotto e riprodotto ad opera della redazione dall'originale versione in inglese pubblicata in Alcohol Clin Exp
Res. 2011 Dec;35(12):2162-73, con il permesso dell'Editore. Titolo originale: Positron emission tomography ima-
ging of mu- and delta-opioid receptor binding in alcohol-dependent and healthy control subjects.
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