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Combined TMS 
with EEG

to develop
biomarkers of 

stroke recovery
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TMS-EVOKED SPECTRAL PERTURBATION OF AFFECTED HEMISPHERE

OSCILLATORY EVOKED ACTIVITY

TMS-EVOKED SPECTRAL PERTURBATION OF UNAFFECTED HEMISPHERE







L’ ischemia evoca una robusta risposta
infiammatoria che inizia entro poche ore
dall'insorgenza dell’ictus e caratterizza la
risposta secondaria o differita dell’ischemia.

Vengono attivate le cellule della microglia e
gli astrociti con afflusso di cellule reclutate
dalle citochine, dalle molecole di adesione,
dalle chemochine e attraverso la parete dei
vasi sanguigni.

Le cellule cerebrali stimolate ed i vasi
sanguigni poi comunicano tra loro attraverso
una complessa rete di paracrino e
segnalazione autocrina e paracrina.

Vries &  Schwaninger et al.,2016
Sominsky et al., 2015
Boche D. e Nicoll JAR et al., 2013



• Unità neurovascolare



Le cellule della microglia sono i macrofagi “residenti” e costituiscono la prima 
linea di difesa contro i danni nel sistema nervoso centrale.

Nel cervello umano normale, il numero delle cellule della microglia rappresenta 
una quota variabile tra circa lo 0,5% ed il 15% di tutte le cellule cerebrali. Nel 
cervello umano la microglia si trova più nella materia bianca che nella materia 
grigia.



Kettenmann H et al. Rev 91: 461–553, 2011
Susana G. Torres-Platas et.al, 2014

• Garantisce il trofismo del neurone

• Regola la “sensitività” del neurone

• Determina la difesa immunitaria attiva nel SNC

• Controlla la plasticità neuronale

• Partecipa al controllo della BBB

Microglia



Microglia Resting Microglia Ameboide

NOXAE CENTRALI e/o 
SISTEMICHE 
PERSISTENTI

Diversi fenotipi di attivazione della Microglia
“Le cellule microgliali sono tradizionalmente considerate gli 
induttori del danno a carico delle strutture nervose centrali 

in corso di Neuroinfiammazione ”

Attivazione 
e 

Proliferazione

Ineria Morales et al. Front Cell Neurosci. 2014 Apr 22;8



Video: La Microglia ( in verde) sorveglia costantemente il cervello estendendo 
e accorciando le sue molte propaggini

Nimmerjahn, A., Kirchhoff, F. & Helmchen, 
F. Science 308, 1314–1318 (2005). 

La microglia è estremamente dinamica, molto più di qualsiasi altra cellula nel 
cervello adulto” Secondo Nimmerjahn, i movimenti delle cellule potrebbero sondare 
l’intero cervello ogni paio d’ore



Dopo un insulto (evento in giallo) la microglia (in verde) parte in azione, variando 
il suo stato di riposo a forma di ragno in formazioni simili a gocce d’acqua 
disperse su una superficie liscia che inglobano ed eliminano il tessuto danneggiato

Nimmerjahn, et al., 2005. 



Dopo un danno cerebrale ischemico, le cellule della microglia migrano 
rapidamente verso il sito della lesione e contribuiscono al meccansimo
infiammatorio favorendo una eccessiva produzione di citochine 
infiammatorie e sostanze citotossiche. 



Costantino Iadecola & Josef Anrather, The immunology of stroke: from mechanisms to translation Nature Medicine (2011) ; 17:796–808 

Il ruolo della Microglia attivata e proliferante è quello di promuovere e
sostenere lo stato neuroinfiammatorio mediante rilascio di citochine, intermedi
reattivi dell’ossigeno, proteasi, fattori del complemento e chemochine



Ipossia Iperattivazione 
della Microglia

Disintegrazione 
del vaso entro le 
prime 24 ore

Una mancata modulazione della microglia entro le 24 ore, determina degenerazione del vaso entro 
le prime 72 ore dall’evento ictale (Valérie Jolivel ., Acta Neuropathol 2015)



Benakis C. The role of microglia and myeloid immune cells in acute cerebral ischemia. Front Cell Neurosci 2015 Jan 14;8:461.



Nakagawa Y and Chiba K_Pharmaceuticals 2014, 7(12), 1028-1048; Review
Role of Microglial M1/M2 Polarization in Relapse and Remission of Psychiatric Disorders and Diseases

Il processo di attivazione microgliale è un fenomeno complesso, caratterizzato
dall'acquisizione di diversi fenotipi funzionali, schematicamente rappresentati dai
fenotipi M1 e M2, associati rispettivamente a funzioni neuro-tossiche e neuro-
protettive.

L'attivazione microgliale 
di tipo M1, induce uno 
stato di 'tolleranza 
infiammatoria', 
caratterizzata dalla 
riprogrammazione di 
queste cellule verso il 
fenotipo 
anti-infiammatorio M2



La polarizzazione differenziale della microglia potrebbe spiegare l’effetto 
duplice della stessa dopo una lesione cerebrale (Hu et al., 2014 e Kim et al., 
2014).

Chiarire i meccanismi dettagliati della attivazione e della polarizzazione 
microgliale contribuirà a controllare il  passaggio da un fenotipo dannoso ad 
un fenotipo protettivo.

Indagare su come microglia possa comunicare con i neuroni, astrociti, 
oligodendrociti sarà importante per chiarire il ruolo della microglia durante l’ 
ischemia cerebrale.



Microglia polarization after ischemic 

stroke. The figure illustrates the role 

of M1 or M2 microglia in ischemic brain 

injury.

- Ischemia causes neural death and 
tissue damage. Injured tissue release a 
variety of damage associated molecular 
pattern molecules, pro-inflammatory 
cytokines, and reactive oxygen species 
(ROS), causing microglia to polarize 
toward M1 or M2 phenotype. 

- M1 microglia could exacerbate neural 
death, astrocyte apoptosis, and BBB 
disruption via releasing IL-6, TNF-a, IL-
1β, MMPs, and iNOS. 

- Conversely, M2 microglia exert a 
protective role after ischemia through 
releasing neurotrophic factors including 
BDGF, IGF-1, IL-4, and IL-10. 

- M2 microglia could maintain BBB 
integrity, promote the proliferation and 
differentiation of neural stem cells 
(NSCs) and oligodendrocyte progenitor 
cells (OPCs), and facilitate myelin 
regeneration and tissue repair. 



Hu et al., Stroke 2012





Administration of primary microglia preconditioned by OGD at 7 days prompted functional
recovery at 28 days by marked secretion of remodelling factors (vascular endothelial growth
factor, matrix metalloproteinase-9).

Intravascular administration of M2 microglia preconditioned by optimal OGD may be a novel
therapeutic strategy against ischemic stroke. 







Figure 3. Time course of microglia activations. Differential time course of microglia activation in the infarct
(yellow arrows) and along fiber tracts (red arrows). Six months after stroke, microglia activity in the infarct
decreases but persists along the pyramidal tract.





Un importante ruolo di modulazione della neuroinfammazione della 
microglia è svolto dal sistema endocannabinoide.  

Studi animali ed umani hanno mostrato elevati livelli di anadamide
(AEA), oleoyl-ethanolamide (OEA) e palmitoiletanolamide (PEA) nelle fasi 
iniziali di ischemia. 







Microdialysis studies of the penumbra of
a 75-year-old patient with left-sided
hemispheric infarction. Release of gluta-
mate (GLU), glycerol (GLY), lactate (LAC),
and the FAEs (anandamide [AEA], PEA,
and OEA) during the first day after ische-
mia is shown. Note the significant
co-release for lactate and anandamide
(P 0.01) as well as lactate and PEA
(P 0.05) (y axis: units of microdialysis
measurements; x axis: probe interval 2 to
3 hours).

ANANDAMIDE

PEA

OEA

GLU

GLY

LAC



La microglia produce ed idrolizza la palmitoylethanolamide

Muccioli GG, Stella N. Neuropharmacology. 2008 Jan;54(1):16-22.
Levi-Montalcini R, Skaper SD, Dal Toso R, Petrelli L, Leon A Trends Neurosci. 1996 Nov;19(11):514-20. 

Fosfolipide
fosfatidiletanolamina

Palmitoiletanolamide Idrolisi e riutilizzo

La PEA è un endocannabinoide che viene sintetizzato on demand in 
seguito a stimoli in grado di evocare una intensa risposta immunitaria. 



Stroke

PEA LUTEOLINA

Ultra-microcomposito 
PEA-LUT®

(principio attivo di Glialia)

10 1

Ġlìalia®

sul controllo degli 
stipiti cellulari non-
neuronali 
responsabili della 
Neuroinfiammazione
post-ictus

sul controllo dello 
stress ossidativo 
parenchimale 
associato a processi di 
Neuroinfiammazione

La PEA, opportunamente formulata nelle forme ultra  micronizzata (PEA-um) insieme 
a molecole con proprietà antiossidanti quali la luteolina è in grado di ridurre la 
neuroinfiammazione. Agisce, infatti, sulla microglia, riducendone l’attivazione e 
limitando il rilascio di mediatori pro- infiammatori nei tessuti cerebrali coinvolti. 



La valutazione degli effetti positivi del principio attivo del Ġlìalia® (PEA-LUT®) è stata
recentemente effettuato con metodica traslazionale: dati sul modello animale, confermati dal

dato clinico (Caltagirone, Cuzzocrea et al., 2016)

Lo studio è stato sviluppato in due fasi:
FASE 1 - PRECLINICA FASE 2 - CLINICA



1- FASE PRECLINICA

2. PEA-Lut l’attività neuronale
ed astrocitaria, misurata
tramite fattori di crescita
quali i BDNF ed il GDNF

1. PEA-Lut ha mostrato di essere 
in grado di ridurre sull’area di 
infarto cerebrale



4. l’attivazione astrocitaria tissutale
che, con il PEA-Lut, si riduce
rispetto agli animali danneggiati
ma non trattati

3. la densità dei mastociti e dei
mastociti degranulanti che, come
noto, invadono il parenchima
cerebrale in conseguenza del
danno (alterazione della barriera
emato-encefalica).

La densità dei mastociti si riduce nei 
trattati con PEA-Lut.

1- FASE PRECLINICA



2- FASE CLINICA

Nella fase clinica una coorte di 250 pazienti con ictus, sottoposta a neuroriabilitazione, 
viene trattata con una preparazione di Ġlìalia® (co-ultraPEALut) microgranuli per via 

sublinguale due volte al dì per 60 giorni 

A. una significativa riduzione del dolore 
(p<0,0001).

B. un significativo miglioramento del deficit 
neurologico globale dopo un trattamento di 

30 giorni (p<0,0001).

Nei pazienti con Ictus trattati con Ġlìalia® si sono osservate:



E. una significativa riduzione del dolore 
(p<0,0001).

D. una significativa diminuzione della
spasticità nel tempo (T30) (p<0,005).

C. un significativo miglioramento delle 
capacità cognitive (p<0,001). 28 pazienti 
incapaci di eseguire il test al basale sono 
stati in grado di eseguirlo dopo 30 giorni 

di somministrazione con Ġlìalia®.

2- FASE CLINICA



EVIDENZE CLINICHE IN FASE POST-ACUTA 
(attualmente in corso)

Studio esplorativo, randomizzato e controllato in aperto, sull’efficacia di Glialia® 

in pazienti con stroke in riabilitazione post-acuta

Prof Carlo Caltagirone - IRCCS Fondazione Santa Lucia Roma

I pazienti vengono 
randomizzati ad assumere 

fin dal momento 
dell’inclusione ed inizio del 
trattamento riabilitativo 
( ) oppure a 
distanza di un mese 
dall’inizio dello stesso 
( ). 
Verranno stratificati sulla 
base del tipo di stroke
(ischemico versus 
emorragico) e la presenza di 
almeno un precedente 
evento cerebrovascolare 
riferito in anamnesi.

Glialia verrà assunto 
quotidianamente:

2 bustine di 
microgranuli/die*2 mesi 
(mattino e sera)

2 bustine di 
microgranuli/die per 1 
mese (mattino e sera)

per entrambi i gruppi: 
2 cps/die per ulteriori 3 
mesi

• Disabilità 
funzionale

• Qualità della vita
• Interruzione non 

programmata 
dell’intervento 
riabilitativo 

• Livello di 
depressione del 
tono dell’umore

• Test del cammino
• Capacità cognitiva 

globale
• Capacità mnesiche



EVIDENZE CLINICHE IN FASE ACUTA 
(attualmente in corso)

STUDIO PILOTA PER LA VALUTAZIONE DEGLI 
EFFETTI DELLA PALMITOILETANOLAMIDE E 
LUTEOLINA, ALIMENTO A FINI MEDICI SPECIALI NEL 
RECUPERO FUNZIONALE DELL’ICTUS ISCHEMICO 
ACUTO

Descrizione dello studio:
Studio pilota monocentrico, prospettico, in doppio cieco randomizzato versus placebo su 60
pazienti, affetti da primo stroke ischemico nel territorio dell’arteria cerebrale media

Trattamento: palmitoiletanolamide + luteolina (GLIALIA® 700mg + 70mg), 2 flaconcini
sospensione di ultra-microcomposito PEALUT®/die, per 10 giorni oppure al placebo

Obiettivo primario: valutare se il trattamento attivo con GLIALIA® sospensione possa avere un
effetto positivo sul recupero funzionale dopo stroke ischemico, espresso come una minore
disabilità clinica a 10 giorni e ad 1 mese dall’inizio del trattamento.

Obiettivo secondario: valutare la riduzione del volume dell’area ischemica, o dell’estensione della
penombra ischemica con esami ematochimici ed ematologici e dosaggio ematico di biomarker
infiammatori.



La microglia gioca un ruolo importante nel modulare i meccanismi di
Neuroinfiammazione nelle fasi iniziali dell’ictus (prime 24 ore) dove è
Implicata nella reazione infiammatoria potenzialmente lesiva.

La micrglia è polarizzata (M2) nelle fasi più tardive (giorni/settimane) 
contribuendo a meccanismi trofici di riorganizzazione cerebrale.

Sostanze come gli endocannabinoidi possono potenzialmente essere 
usate come nuovi target terapeutici in grado di modulare questi 
fenomeni di neuroinfiammazione.


