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In questi ultimi anni è emerso che le diete stanno sempre di più condizionando il nostro stato fisico-

sociale come indicato dagli alimenti a base di grassi che nonostante siano ampiamente gratificanti, 

inducono alterazioni marcate in quelle regioni cerebrali specifiche per il controllo dei 

comportamenti psichico-cognitivi e soprattutto sugli aspetti nutrizionali. Il consumo di cibo e i 

meccanismi d'azione implicati nell'omeostasi energetica fanno parte di un circuito neuronale 

complesso che, quando alterato, porta ad un aumento del peso corporeo e conseguentemente lo 

sviluppo di obesità, ritenuta una malattia cronica e di conseguenza responsabile dello sviluppo di 

varie co-morbilità mediche come malattie cardiovascolari (soprattutto ipertensione), dislipidemia, 

e diabete di tipo 2. Tali effetti, oltre ad evitare l'uso di farmaci con troppi effetti collaterali, hanno 

indotto ad una maggiore attenzione verso la produzione di molecole considerate "più sicure" a base 

di estratti naturali come il daidzein (DZ), un isoflavone glicosidico capace di promuovere effetti 

estrogenici a livello del sistema nervoso centrale (SNC). Tale fitoestrogeno ha fornito delle azioni 

neuroprotettive contro l'aumento del peso corporeo, contro lunghi periodi di feeding e ridotte 

attività esplorative dei criceti (Mesocricetus auratus) esposti ad un'elevata dieta ad alto contenuto 

di grassi (HFD). Questo isoflavone non solo ha ridotto il comportamento anxiety-like in animali 

iperlipidici come suggerito da un maggior tempo di permanenza (p<0.01) nei bracci aperti 

dell’elevated plus maze (EPM) ma ha anche favorito maggiori intervalli (p<0.001) di esplorazione 

verso nuovi oggetti quando esposti al novel object recognition (NOR) test.  Da un punto di vista 

molecolare, DZ è in grado di esercitare una consistente protezione, al cervello, contro eventi 

neurodegenerativi come indicato dai pochi granuli di Amino Cupric Silver Stain nell'ippocampo 

(HIP), nell'ipotalamo (HTH) e nell'amigdala (AMY) molto probabilmente attraverso una ridotta 

interazione del recettore neurotensina 1 (peptide anoressigenico; NTR1) con quello GABAergico-

leptina nelle ultime due aree durante il conditioned place preference (CPP) test. Contestualmente 

il recupero delle performances cognitive sembra essere legato a bassi livelli di NTR1 (p<0.001) in 

maniera ERβ-dipendente durante il NOR test. In aggiunta, gli effetti del DZ sono stati potenziati 

da un'elevata capacità trascrizionale della citochina antinfiammatoria IL-10 la quale mediante la 

riduzione dell'adenosina 5'-monofosfato chinasi (AMPK) e della chinasi regolata da segnali 

extracellulare (ERK) ha fortemente migliorato i comportamenti cognitivi oltre a quelli esplorativi. 

Pertanto, questi primi risultati forniscono importanti evidenze degli effetti neuroprotettivi del DZ 

in criceti iperlipidemici attraverso proprietà di ripristino dell'NTR1 e IL-10, non solo nelle aree 

sopracitate ma anche in centri encefalici specifici per il controllo delle funzioni di feeding e delle 
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attività cognitive ed endocrine che costituiscono, senz'altro forti basi per l'introduzione di nuove 

applicazioni terapeutiche contro le condizioni di obesità.  
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In the past years, growing indications have pointed to food diets as major factors capable of 

conditioning physical-social states in humans as suggested by high-fat containing food sources 

which, despite their extremely "tasteful" properties, are responsible for marked morpho-structural 

alterations in critical brain areas for the regulation of not only psycho-cognitive behaviors but 

above all for nutritional parameters. It is already known that food consumption and action 

mechanisms implicated in energetic homeostasis are part of a complex neuronal circuit that when 

they are altered tend to account for increased body weight and consequently the development of 

obesity, regarded a chronic disease leading to different medical co-morbidities such as cardio-

vascular diseases (especially hypertension), dyslipidemia and diabetes type 2. From these effects 

plus the avoidance of applying drugs with numerous collateral alterations have directed a greater 

attention towards the production of "safer" drugs natural deriving vegetable extracts such as 

daidzein (DZ), a glucosidic isoflavone capable of mimicking estrogenic activities at the brain level, 

which supplied neuroprotective values against increased body weight, elevated feeding duration 

and diminished locomotor activity of high fat diet (HFD) hamsters (Mesocricetus auratus). This 

isoflavone also reduced anxiety-like behaviors in hyperlipidic animals as indicated by a greater 

time spent (p<0.01) in open arms of elevated plus maze (EPM) along with greater exploration 

(p<0.001) tendencies toward new objects of the novel object recognition (NOR) test. From a 

molecular point of view, DZ greatly protected the brain against neurodegeneration events as 

pointed out by few Amino Cupric Silver Stain granules in the hippocampus (HIP), hypothalamus 

(HTH) and amygdala (AMY) very likely via a diminished interaction of neurotensin receptor1 

(anorexic neuropeptide; NTR1) GABAergic-leptin receptor levels in the latter two areas after the 

conditioned place preference (CPP) test. Contextually the recovered cognitive performances 

seemed to be tightly linked with reduced NTR1 expression levels in an ERβ manner for HIP after 

NOR test. In addition, such effects of DZ also strongly required increased levels of the anti-

neuroinflammatory cytokine IL-10 that by reducing adenosine 5' monophosphate kinase (AMPK) 

and extracellular receptor kinase (ERK) widely improved cognitive together with exploratory 

behaviors. Overall, these first results supply important evidences on the neuroprotective values of 

DZ, which through NTR1 + IL-10 protective and repairing mechanisms of, aside the above limbic 

areas, also appetite-mediated brain centers known for their feeding, cognitive and endocrine 

functions, may surely comprise a good start for the introduction of novel therapeutic applications 

against obesity conditions.        

  



 

8 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

INTRODUZIONE 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Introduzione 

9 
 

Il corretto funzionamento del Sistema Nervoso Centrale (SNC) richiede un elevato e continuo 

consumo di energia da cui dipende il controllo delle scelte alimentari e di conseguenza il 

miglioramento della qualità della vita e del benessere psicofisico dell’individuo. Sebbene assumere 

quotidianamente una maggiore quantità di cibo è stato, da un punto di vista evolutivo, necessario 

per sostenere la spesa energetica, l’abilità di sviluppare riserve energetiche sotto forma di deposito 

di grasso è diventata, attualmente, un problema di salute per gran parte della popolazione obesa 

(Berthoud and Morrison, 2016). Numerose sono le evidenze a sostegno dell’ipotesi che 

l’incremento del peso corporeo e di conseguenza l’obesità, correlati ad una dieta squilibrata o 

eccessiva e da una diffusa sedentarietà, influiscono negativamente sulle performances cerebrali 

suscitando il continuo interesse della ricerca scientifica nel mettere in luce i complessi meccanismi 

neurobiologici e psicosociali alla base della regolazione dell’appetito e del comportamento 

alimentare (Chau et al., 2013; Lacroix et al., 2015; Kumar and Kelley, 2017). Tali disordini 

metabolici sono spesso associati non solo alle malattie cardiovascolari, alla sindrome metabolica, 

al diabete mellito di tipo 2 e ad alcune forme tumorali (Weiss et al., 2004; Despres and Lemieux, 

2006; Kahn et al., 2006; Apovian and Gokce, 2012) ma anche a disturbi neuropsichiatrici come ad 

esempio l’ansia, l’attacco di panico, le malattie da stress post-traumatico e le disfunzioni cognitive 

(de Noronha et al., 2016).  

Negli ultimi anni, è stato dimostrato come diete ricche di acidi grassi saturi e di zuccheri 

raffinati rappresentino una delle principali cause di alterazioni mnemoniche in un individuo sano. 

Queste alterazioni sono principalmente legate alla disfunzione di centri encefalici chiave che 

attraverso l'interazione di complessi sistemi di segnali centrali e periferici e insieme a fattori 

psicologici e sociali risultano essere in grado di controllare significativamente l’omeostasi 

energetica, il feeding, la risposta allo stress e soprattutto l'apprendimento e la funzionalità cognitiva 

(Gibson et al., 2010). In tale contesto, studi condotti su topi e ratti “diet-induced obesity” (DIO), 

modelli sperimentali che non presentano mutazioni genetiche, ma sono semplicemente esposti ad 

un’alimentazione ad alto contenuto energetico che determina lo sviluppo di obesità, hanno mostrato 

un’alterata working memory e disordini di apprendimento (Jurdak et al., 2008; Murray et al, 2009) 

associati a ridotte performaces cognitive (Kanoski and Davidson, 2010; Kosari et al, 2012; Wang 

et al., 2016). Parallelamente, recenti analisi hanno rilevato come l’eccesso di peso in individui di 

età media e negli anziani, causa una maggiore predisposizione all’insorgenza di disturbi 

neurologici, come il morbo di Alzheimer (AD), e un precoce declino cognitivo (Dominic and 

Westbrook, 2016), mentre nel periodo adolescenziale l’assunzione prolungata di cibi iperlipidici è, 
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non solo negativamente correlata ad una diminuzione dell’attività mnemonica e della capacità di 

apprendimento (Nyaradi et al., 2014) ma anche ad una minore performance scolastica in particolar 

modo nella capacità di ragionamento e calcolo (Overby et al., 2013). Gli individui sani possono, 

inoltre, manifestare un abbassamento dei livelli di concentrazione e della velocità di recupero anche 

dopo una breve esposizione a tale dieta (Edwards et al., 2011; Holloway et al., 2011).  

Sulla base di queste condizioni compromesse, una crescente attenzione è stata diretta verso 

l’utilizzo di sostanze naturali in grado di ridurre le alterazioni indotte dalle condizioni di obesità e 

nello stesso tempo evitare effetti collaterali in modo da sostituire terapie farmacologiche 

convenzionali. Una prima linea di ricerca si era focalizzata sull'adozione di un piano alimentare  

come strategia preventiva contro i disordini metabolici associati all’ansia e ai deficit cognitivi.  

Difatti, molte terapie per il trattamento dell'obesità sono basate non soltanto su modifiche dello 

stile di vita, del comportamento, della dieta e sull’aumento dell'attività fisica ma anche sull’utilizzo 

di farmaci in grado di contrastare l’eccesso di grasso o intervenendo chirurgicamente nelle 

situazioni ad alto rischio di mortalità (Alamuddin et al., 2016; Garvey et al., 2016; Gadde and 

Pritham, 2017). Tuttavia, la quasi totalità di queste molecole è ancora in fase di sperimentazione e 

molti pazienti manifestano resistenza nei confronti di tali strategie farmacologiche a causa della 

loro limitata efficacia e dei numerosi effetti collaterali. A causa di queste limitazioni si è assistito, 

negli ultimi anni, ad un crescente interesse verso la ricerca di rimedi naturali che si sono dimostrati 

un ottimo strumento terapeutico non farmacologico, in grado di migliorare la qualità della vita dei 

pazienti obesi.  In particolare, i composti fitochimici presenti nella matrice degli alimenti di origine 

vegetale hanno mostrato un’azione neuroprotettiva dovuta soprattutto alla loro azione antiossidante 

(Martin., 2014). Tra questi, i polifenoli hanno mostrato effetti benefici in diverse patologie tra cui 

le malattie neurodegenerative (Li et al., 2014), l’ipertensione (Larson et al., 2012), le patologie 

cardiovascolari (Quinones et al., 2013), il cancro (Fresco et al., 2010; Martin et al., 2013), i processi 

infiammatori (Conte et al., 2015) e negli ultimi anni anche nei disordini metabolici come il diabete 

(Babu et al., 2013), la dislipidemia (Islam et al., 2015) e l’obesità. Numerosi studi hanno 

dimostrato, che la somministrazione di fitoestrogeni con la dieta diminuisce l'assunzione di cibo 

nei ratti, sviluppando anoressia attraverso sia la soppressione di agenti oressigenici come il 

neuropeptide Y (NPY) e la galanina sia l’aumento di quelli anoressigenici quale l'ormone del 

rilascio della corticotropina (CRH) nell'ipotalamo (HTH). Altri studi condotti su topi obesi 

alimentati con una high fat diet (HFD) hanno evidenziato come la somministrazione di una miscela 

di isoflavoni, quali il daidzein (DZ) e la glicitina, abbia influito positivamente sulla salute dei 



Introduzione 

11 
 

modelli sperimentali portando ad una significativa riduzione del loro peso corporeo e del tessuto 

adiposo (Rivera et al., 2013; Nishimura et al., 2017).  Tali effetti sembrano essere modulati dalla 

capacità dei flavonoidi di agire sui meccanismi molecolari mediante l'interazione con i sistemi 

neurorecettoriali come ad esempio gli effetti benefici del fitoestrogeno cumestrolo sui centri 

barorecettoriali del tronco encefalico mediati sinergicamente con l'ossido nitrico (Liu et al., 2016). 

La genisteina ha mostrato un forte ruolo sullo sviluppo sia dell'ossido nitrico che del sistema 

vasopressinergico (Ponti et al., 2017). In questo stesso contesto, altri sistemi neuronali come la via 

NTergica hanno mostrato di esercitare un ruolo predominante sui disordini metabolici e 

infiammatori (Carraway et al., 2007; Feng et al., 2015; Theoharides, 2017) e quindi potrebbero 

risultare un bersaglio chiave per gli effetti dei fitoestrogeni come il DZ (Subedi et al., 2017).  

La neurotensina (NT), un tridecapeptide largamente distribuito nel cervello, esercita 

un'ampia gamma di effetti biologici come la modulazione della neurotrasmissione della dopamina 

(DA), l'ipotermia, l'antinocicezione e le sue implicazioni nel morbo di Parkinson (PD) e nella 

schizofrenia (White et al., 2012). Le azioni di tale molecola sono mediate attraverso tre noti 

recettori NT (NTR1, 2 e 3 / sortilin, Li et al., 2016) che sono densamente localizzati in aree che 

controllano stati emotivi come l'amigdala (AMY), nei processi cognitivi come l'ippocampo (HIP), 

e nel controllo del feeding come l’HTH. Tra i differenti sottotipi di recettori, l'NTR1 è noto per 

mediare effetti anoressigenici della leptina cerebrale. In particolare, l'espressione della NT viene 

fortemente ridotta in modelli animali privi del recettore della leptina, e di conseguenza tendono a 

manifestare delle disfunzioni strettamente legate all’obesità (Levitas-Djerbi et al., 2015). La 

somministrazione di agonisti o antagonisti dell'NTR1 sembrano, inoltre, modificare i processi 

cognitivi e di apprendimento, nel primo caso migliorando le abilità mnemoniche (Lászlò et al., 

2009; Xiao et al., 2014), mentre nel secondo caso alterandone la funzionalità (Santiago-Tirado et 

al., 2006). Alla luce di tali premesse, lo scopo di questo studio è stato quello di andare a valutare 

da una parte gli effetti neuro-comportamentali indotti dal DZ nel criceto (Mesocricetus auratus), 

esposto ad una prolungata HFD, in particolare sul “feeding behavior”, sull’attività motoria, 

sull’ansia e sul processo mnemonico, dall’altra correlare il ruolo protettivo di tale isoflavone sulle 

abilità mnemoniche, locomotorie e sull’omeostasi energetica mediante l’espressione di NTR1 e di 

fattori anti-infiammatori come l’interleuchina-10 (IL-10). Nella prima fase del lavoro sperimentale, 

i criceti, considerati eccellenti modelli di dislipidemia e più in generale di sindrome metabolica 

(Dillard et al., 2010), sono stati sottoposti ad un trattamento con HFD per 12 settimane e osservati 

periodicamente al fine di valutare gli effetti indotti da una tale dieta. In particolare sono stati rilevati 



Introduzione 

12 
 

parametri come la quantità di cibo e acqua assunti, l’attività locomotoria e le variazioni di peso 

corporeo. Alla fine del trattamento, gli animali sono stati esposti al Novel Object Recognition 

(NOR) test, al Conditioned Place Preference (CPP) test e all'Elevated plus-maze (EPM), tre diversi 

paradigmi comportamentali utilizzati per valutare le alterazioni neuro-comportamentali indotte 

dall'HFD. I primi due test sono specifici per la valutazione delle abilità cognitive e in particolare il 

riconoscimento di nuovi oggetti o eventi gratificanti. L'EPM, invece è un test per la valutazione di 

stati ansiolitici e/o ansiogenici degli animali esposti a tale dieta. Nella seconda fase l’attenzione è 

stata rivolta alla capacità del DZ di attenuare le alterazioni neurocomportamentali indotte da HFD. 

In questo caso, l’isoflavone è stato aggiunto alla HFD e alla dieta standard per un massimo di 30 

giorni. Successivamente, gli animali che hanno ricevuto le diete a base dell’isoflavone sono stati 

sottoposti alle stesse valutazioni comportamentali. Dal momento che le alterazioni 

neurocomportamentali sono spesso correlate a variazioni morfostrutturali, l’analisi 

comportamentale è stata associata ad un’indagine neurodegenerativa, mediante colorazione 

istologica quale l’Amino Cupric Silver Stain (ACS), per valutare da un lato il grado di 

neurodegenerazione indotto dalla HFD e dall’altro il ruolo protettivo del DZ a carico dei neuroni. 

Parallelamente è stata quantificata, mediante western blotting, l’espressione di NTR1 e di IL-10 al 

fine di comprendere l’azione a livello cerebrale di tali fattori su aree correlate a fenomeni di 

alterazioni dell’omeostasi energetica come l’HTH, ai processi mnemonici-cognitivi, quali l’HIP e 

alle condizioni di stress come l’AMY. Si è proceduto, infine, al prelievo di campioni tessutali ed 

ematici, nei diversi trattamenti, per la rilevazione di markers come colesterolo, trigliceridi e 

glucosio ematico al fine di individuare la presenza di una condizione di disfunzione metabolica 

indotta dalla dieta iperlipidica e l’azione di recupero da parte del DZ sul profilo lipoproteico e 

glicemico. Siamo ancora all'inizio ma i dati di questo studio, e in modo particolare l’azione 

neuroprotettiva del DZ sulle alterazioni comportamentali indotte dal HFD mediante i differenziati 

livelli di espressione encefalica di NTR1, nonché dei fattori infiammatori, potrebbero fornire utili 

indicazioni sugli intimi meccanismi neuronali modulati da tale fitoestrogeno e sviluppare nuovi 

target terapeutici utili per la cura dell’obesità soprattutto nei pazienti con disordini 

neurodegenerativi.  
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L'eccesso di adiposità, essere in sovrappeso o obeso, è un problema di salute pubblica globale in 

rapida crescita che provoca 2,8 milioni di morti all'anno ed è diventata la quinta causa principale 

di morte prematura. Il sovrappeso è il più comune disturbo nutrizionale nel mondo occidentale 

associato a specifiche malattie metaboliche croniche quali ipertensione, diabete mellito non 

dipendente da insulina (NIDDM) e ipercolesterolemia oltre a ictus, apnea del sonno, malattie 

dell'articolazione e alcuni tipi di tumori (Fred-Jiménez et al., 2016). Allo stesso tempo, l'obesità è 

diventata un'epidemia in sé, in quanto si tratta di una malattia multifattoriale che deriva da una 

complessa interazione tra metabolismo energetico ed ambienti sempre più "ostili" (fisico e 

sensoriale), con una crescente varietà di cibi molto gradevoli e un ridotto livello di attività fisica, 

passando attraverso non solo predisposizioni genetiche, ma anche attraverso aspetti ormonali, 

metabolici e comportamentali. Negli ultimi anni, infatti, le cattive abitudini alimentari, di adulti in 

sovrappeso di età superiore ai 20 anni, sono salite a circa 1,5 miliardi ed a questi vengono aggiunti 

500 milioni di obesi, con numeri in continua crescita. Negli Stati Uniti, più di due terzi degli adulti 

sono in sovrappeso e metà di questi sono obesi. Livelli simili sono evidenti non solo in molti altri 

paesi sviluppati come l’Australia, il Regno Unito e il Canada (Finucane et al., 2011) ma anche nei 

paesi in via di sviluppo. In questi anni sta diventando, sempre di più, una prerogativa pubblica 

stabilire i tipi di meccanismi molecolari responsabili dell’insorgenza dell’obesità in modo da poter 

evitare lo stato irreversibile manifestato dai pazienti colpiti da tale malattia che, nel peggiore dei 

casi porta alla disabilità, riducendo di molto la qualità della vita (Zheng et al., 2014). Tale patologia 

considerata una piaga sociale che è ulteriormente aggravata dall’assenza di trattamenti 

farmacologici specifici ed efficaci, ha spinto la ricerca verso l'individuazione del tipo di 

meccanismo d’azione che opera durante i processi metabolici e, di conseguenza, verso 

l’introduzione di nuovi farmaci capaci di ridurre uno dei più importanti stimoli legato all'obesità 

ovvero l’appetito. Per questo scopo, nuovi e appropriati modelli sperimentali, in grado di simulare 

le stesse condizioni nell’uomo, stanno fornendo ulteriori indicazioni sulla validità terapeutica di 

tali farmaci (O'Rahilly and Farooqi, 2008; Lutz and Woods, 2012). In questo caso il criceto Siriano, 

Mesocricetus auratus, un roditore ibernante facoltativo sta trovando sempre più spazio come 

modello ideale per studi sul metabolismo lipoproteico (Dillard et al., 2010), poiché è in grado di 

sviluppare obesità e resistenza insulinica in seguito all’esposizione sia di una dieta ricca di 

carboidrati che soprattutto una HFD (Costa et al., 2011; Dalbøge et al., 2015). Di conseguenza tale 

roditore viene considerato un modello utilissimo per l’identificazione dei fattori che giocano un 

ruolo chiave nella patogenesi dell’obesità, mediante studi sia in vivo che in vitro oltre a costituire 
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un eccellente modello per la valutazione di farmaci sulla perdita di peso, la tolleranza al glucosio, 

ipercolesterolemia ed ipertrigliceridemia.  

 

I.1 Obesità e alterazioni fisiologiche 

L’obesità è una patologia metabolica caratterizzata da un alterato equilibrio dei segnali neuronali 

del feeding e dell’omeostasi energetica, con conseguente accumulo anomalo o eccessivo di tessuto 

adiposo (Davis et al., 2013, 2014; Singh et al., 2014). Il nostro organismo, infatti, per favorire il 

corretto funzionamento dei vari sistemi fisiologici (termoregolazione, metabolismo basale e 

mantenimento della dimensione corporea), sia in condizioni basali che attive (attività fisica), è in 

grado di coordinare ciclicamente una parte di energia in entrata che deriva dal cibo ingerito 

(Fig.I.1). Difatti, quando l'assunzione giornaliera di energia è esattamente bilanciata dalla spesa 

energetica, si ottiene uno stato di equilibrio energetico che mantiene il peso corporeo costante. Al 

contrario, nel momento in cui l’energia in ingresso supera fortemente la richiesta fisiologica, si 

ottiene uno stato di equilibrio energetico positivo (aumentata assunzione di calorie dal cibo) che 

viene immagazzinato principalmente sotto forma di grasso corporeo (Campfield and Smith, 1999; 

Hill et al., 2012; Müller et al., 2016), determinando tra le altre cose, un’alterazione del controllo 

cerebrale delle principali attività fisiologiche e comportamentali. 

 

 
Fig.I.1  Componenti del sistema di regolazione del bilancio energetico. 

 

Difatti, nel fenotipo obeso l’accumulo di grasso avviene principalmente negli adipociti del tessuto 

adiposo sottocutaneo (SCAT) e nella cavità intraperitoneale, sebbene anche il fegato e altri organi 

potrebbero accumularne in condizioni di obesità (Borges et al., 2017; Xu et al., 2017). Lo SCAT 
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funziona come un dispersore metabolico in cui gli acidi grassi liberi in eccesso (FFAs) e il glicerolo 

sono immagazzinati come trigliceridi (TRIG) in adipociti (Duncan et al., 2007). Quando la capacità 

di immagazzinamento di tale tessuto viene superata o la sua capacità di generare nuove cellule 

adipose è compromessa, a causa della predisposizione genetica o di fattori stressogeni (stress 

fisiologico e mentale), il grasso inizia ad accumularsi in aree al di fuori di tale distretto (Borges et 

al., 2017). Al contrario, fattori più severi, come lo stress cronico, porta ad elevati livelli di cortisolo 

nel tessuto adiposo viscerale (VAT).  

Le differenze anatomiche e fisiologiche tra il VAT e il SCAT aiutano a spiegare l’aumento 

dei rischi metabolici e cardiovascolari associati all'obesità addominale (Dadson et al., 2017). In  

particolare, mentre il VAT contiene un maggior numero di grandi adipociti, nonché una maggiore 

produzione di marker infiammatori e di adipochine pro-infiammatorie e pro-trombotiche, lo SCAT 

differentemente presenta adipociti più piccoli e sensibili all'insulina, con elevato assorbimento di 

FFA e TRIG, impedendo la loro deposizione nel tessuto non adiposo (Ibrahim et al., 2010). Le 

cattive abitudini alimentari e la ridotta attività fisica tendono a favorire l’attivazione delle cellule 

adipose inducendo un processo infiammatorio da parte del tessuto adiposo bianco. Tale risposta 

infiammatoria determina un aumento dei glucocorticoidi, che causano lo sviluppo e la 

differenziazione dei preadipociti in adipociti (de Kloet and Herman, 2017). Si crea un 

rimodellamento cellulare durante il quale gli adipociti aumentano di numero (iperplasia) e di 

dimensioni (ipertrofia). L’ipertrofia è indotta dall’accumulo di grassi e dall’aumentata espressione 

di mediatori infiammatori. Gli adipociti ipertrofici, a loro volta, fanno virare la risposta immunitaria 

verso la produzione di ulteriori molecole infiammatorie, le adipochine, con conseguente aumento 

di infiltrato macrofagico (Bays et al., 2008). In passato si riteneva che l’aumento delle cellule 

adipose poteva verificarsi soltanto durante l’infanzia e l’adolescenza e che un eccesso di energia 

nei bambini determinava un’obesità iperplastica (Sarafoglou et al., 2017). Al contrario, una volta 

raggiunta l’età adulta l’organismo tende ad immagazzinare grassi aumentando la dimensione delle 

cellule adipose sviluppando così un’obesità di tipo ipertrofica. 

Studi recenti hanno dimostrato, invece, che nuovi adipociti si possono differenziare da 

preadipociti in alcuni periodi della vita e che lo sviluppo dell’obesità negli adulti è accompagnato 

non soltanto da un aumento della dimensione ma anche del numero di tali cellule. I soggetti obesi, 

infatti, presentano un numero di cellule adipose quattro volte maggiore e una quantità di lipidi due 

volte superiore rispetto ai soggetti normopeso (Druce et al., 2004). Assumendo che un individuo 

sano non abbia problemi di assorbimento nutrizionale, le riserve energetiche aumenterebbero solo 
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se l’energy intake, la quantità di energia che si ottiene attraverso l’assunzione di cibo, superasse 

l’energy expenditure totale ovvero la quantità di energia utilizzata dall’organismo per favorire la 

funzionalità degli organi vitali (cuore, cervello e polmoni), la digestione, l’assorbimento di 

nutrienti e l’esercizio fisico determinando lo sviluppo dell’obesità. È chiaro che ci sono delle 

differenze tra gli individui per quanto riguarda la loro tendenza ad accumulare grasso ma, ancora 

oggi, le cause di tale condizione non sono conosciute e molte ricerche scientifiche risultano 

contrastanti.  

 

I.2 Ruolo del SNC nella regolazione del feeding behavior 

Il feeding behavior è il risultato di una ricca e complessa combinazione tra i segnali circolanti di 

disponibilità energetica e i sofisticati circuiti cerebrali che codificano il diverso repertorio 

comportamentale necessario per acquisire e consumare alimenti (Berthoud, 2004; Fulton, 2010; 

Betley et al., 2013; Sternson, 2013). Il desiderio di mangiare e la sensazione di sazietà, che deriva 

dall’avere consumato un pasto, sono aspetti del comportamento semplici e naturali ma che, se 

alterati, possono portare a gravi situazioni patologiche (Woods and D’Alessio, 2008). Tra i distretti 

anatomici in grado di svolgere diverse funzioni in tale contesto, il SNC esercita sicuramente un 

ruolo dominante di controllo dello stato metabolico, attraverso i circuiti sensoriali provenienti dai 

vari distretti fisiologici. In particolar modo, l’HTH rappresenta la sede encefalica chiave, sottoposta 

ad un continuo flusso di segnali derivanti dalle aree cerebrali superiori e dalla periferia, dotati di 

azione oressizzante (stimola il food intake) o anoressizzante (inibisce il food intake), che lo 

informano in tempo reale circa le condizioni energetiche–nutrizionali dell’organismo. Tale area 

encefalica a sua volta può direttamente controllare il metabolismo energetico producendo 

neuropeptidi in grado di modulare sia il comportamento alimentare che la spesa energetica degli 

organi periferici. Secondo il modello di Teitelbaum e Stellar, tuttora ritenuto valido (Teitelbaum e 

Stellar, 1954), nell’HTH vi sono due centri distinti che regolano la fame e la sazietà, il “Feeding 

Center” e il “Saziety Center”. Il “Feeding center” è localizzato nel nucleo dell’HTH laterale (LHA) 

ed è stato constatato che, a seguito a delle lesioni o l'inattivazione, tale centro è responsabile 

dell'anoressia. Parallelamente il “Saziety Center”, che è situato nei nuclei ventromediale (VMN) e 

paraventricolare (PVN), dimostra di essere in grado di indurre obesità. Questi centri ipotalamici 

devono essere intesi come “reti nervose” che, in collegamento con altre strutture encefaliche 
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(corteccia cerebrale, sistema limbico, sistema nervoso autonomo), ricevono segnali da ambienti 

esterni ed interni (Anand and Brobeck, 1951).  

Il controllo integrato neurale, metabolico e ormonale dell’assunzione di cibo presuppone 

l’interazione di cinque classi di segnali interni quali: i neuropeptidi ipotalamici, l’insulina 

cerebrale, la proteina OB (leptina), i segnali metabolici (inclusi i decrementi transitori della 

concentrazione di glucosio nel sangue) e gli ingressi neurali ascendenti e discendenti. La 

regolazione a lungo termine del food intake e dell’omeostasi energetica è sotto l’azione della 

leptina, un sensore energetico in grado di modulare l’attività di importanti fattori del metabolismo 

lipidico (Campfield and Smith, 1999). Essa rappresenta l’ormone della sazietà che viene secreto 

dagli adipociti in proporzione alla quantità di tessuto adiposo presente (Ahima, 2008). Questa 

proteina gioca un ruolo chiave nell’omeostasi energetica, informando il cervello sui cambiamenti 

che si verificano al fine di mantenere inalterato il bilancio energetico e riguardo la quantità di 

alimenti conservati sotto forma di grasso. La leptina, infatti, agisce a livello cerebrale come 

regolatore del feedback negativo dell’adiposità, trattenendo la massa grassa per limitare l’energy 

intake e per sostenere la spesa energetica (Wasin, 2015). Al contrario, un diminuito signaling di 

tale ormone promuove un incremento del food intake, un bilancio energetico positivo e l’accumulo 

di grasso (Morton et al., 2006; Du et al., 2016). Sebbene i livelli di leptina plasmatica riflettano in 

modo affidabile la quantità di massa grassa in condizioni stabili di peso, essi possono anche variare 

in risposta alle alterazioni a breve termine del bilancio energetico, prima che cambiamenti 

significativi del peso corporeo possano verificarsi (Chin-Chance et al., 2000).  

Uno studio condotto su topi magri AKR/J e topi DIO ha mostrato quanto siano necessarie 

dosi più elevate di leptina al fine di ottenere un miglior comportamento alimentare, un corretto 

metabolismo e la perdita di peso negli individui obesi (Tang et al., 2012). Difatti, mentre i topi 

AKR/J, una volta alimentati con una dieta ad alta percentuale di grassi e ad alta densità di energia, 

esibivano obesità e presentavano un’elevata concentrazione di leptina e insulina nel siero, i topi 

DIO diversamente richiedevano dosi intraperitoneali maggiori di leptina per alterare l'assunzione 

di cibo, il metabolismo e il loro grasso corporeo (Halaas et al., 1997).  

Recenti studi hanno dimostrato che la reattività del cervello verso tale ormone è ridotta negli 

animali obesi a causa di uno o più difetti intrinseci o regolatori nel pathway di segnalazione post-

recettore e/o nel diminuito trasporto di leptina nel cervello (Wang et al., 2014). Gli effetti della 

leptina sul bilancio energetico, infatti, sono mediati dai recettori leptinergici presenti in diverse 
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aree ipotalamiche come il nucleo arcuato (ARC), il nucleo PVN e VMN, e nella LHA (Morton et 

al., 2006; Meek et al., 2013; Fig.I.2). 

 
Fig.I.2  Circuito della leptina azione sull’omeostasi energetica e sul peso corporeo. 

 

Tuttavia anche regioni extra-ipotalamiche, come il nucleo del tratto solitario (NTS) nella regione 

centrale del mesencefalo, sono leptino-sensibili per l’azione di ricompensa e motivazione 

(Figlewicz et al., 2010). L'importanza di questo sito recettoriale è stato osservato nei soggetti 

Knock-out (KO) per il recettore leptinergico, i quali mostrano delle somiglianze fenotipiche con 

quelli carenti di leptina, soprattutto per il veloce aumento di peso nei primi mesi di vita, con 

un’iperfagia grave e anomalie endocrine (Carter et al., 2013; Cox et al., 2016).  

A livello ipotalamico è stato individuato l'ARC come il sito chiave per rilevare e integrare i 

segnali del bilancio energetico periferico, includendo ormoni (leptina, insulina e grelina) e nutrienti 

(acidi grassi, amminoacidi e glucosio) al fine di determinare il "switching-on or -off" dei processi 

energetici (Djogo et al., 2016). Tali effetti sono mediati, all’interno di questa area ipotalamica, da 

almeno due distinte sottopopolazioni di neuroni leptino-sensibili tra i quali esiste una relazione di 

inibizione reciproca: quando uno è attivo l’altro è inibito e viceversa. Tra questi sono presenti i 

neuroni “cocaine-amphetamine regulated transcript” (CART), cosi chiamati perché i loro livelli 

aumentano in seguito ad assunzione di cocaina e amfetamine e i neuroni che esprimono la pro-

opiomelanocortina (POMC) che sintetizzano e rilasciano l’α-MSH (α-melanocyte-stimulating 

hormone) in seguito al suo clivaggio post-traduzionale, potentemente anoressigenici e stimolati da 
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segnali di sazietà come leptina e insulina (Jovanovic et al., 2010). La seconda classe di neuroni 

leptino-sensibili, localizzati accanto alle cellule POMC, sono neuroni oressigenici che esprimono 

il NPY, l’agouti related protein (AgRP) e un antagonista endogeno del recettore 4 della 

melanocortina (MC4R), che vengono inibiti dalla leptina, dall’insulina, da PYY3-36, e vengono 

stimolati dalla grelina. Di conseguenza, la perdita di peso attiva questi neuroni attraverso una 

combinazione tra ridotti inibitori e incremento di input stimolatori. NPY/AgRP sinaptano e si 

inibiscono con i neuroni POMC ed entrambi i tipi cellulari regolano il bilancio energetico mediante 

proiezioni a regioni cerebrali che influenzano il motivation/reward, la spesa energetica, l’appetito 

e il comportamento alimentare (Aponte et al., 2011; van Swieten et a., 2014). Un bilancio 

energetico negativo e la perdita di peso abbassano i livelli plasmatici dei segnali di feedback 

negativo (leptina e insulina) mentre aumentano i livelli di grelina. In particolare, è stato osservato 

come l'assenza di leptina nei topi obesi (Lepob/Lepob) riduca nell’ARC l'espressione di POMC 

mentre aumenti i livelli oressigenici di NPY e AgRP, imitando la risposta ipotalamica alla fame 

attraverso un bilancio energetico positivo e il ripristino della quantità di grasso perso (Morton et 

al., 2006). Analogamente, l'assenza di α-MSH nei topi KO per POMC causa iperfagia e obesità 

mentre il blocco della segnalazione melanocortina neuronale diminuisce la risposta alla 

somministrazione centrale di leptina (De Jonghe et al., 2012). Per contro, la mancanza di NPY, 

AgRP o entrambi i geni provoca solo lievi difetti nel bilancio energetico suscitando domande sulla 

relativa importanza dei segnali oressigenici e anoressigenici nell'assunzione di cibo e nella 

regolazione del peso corporeo. I neuroni NPY/AgRP, inoltre, sono ricchi del neurotrasmettitore 

inibitorio l’acido γ-amminobutirrico (GABA) un importante regolatore del feeding (Tong et al., 

2008; Wu et al., 2009). Difatti, studi condotti su specifiche aree encefaliche hanno mostrato come 

i neuroni AgRP GABAergici che si proiettano al nucleo parabrachiale (PBN) stimolino 

l’assunzione di cibo mentre il blocco di questo circuito, sulla stessa struttura cerebrale, induca 

anoressia (Wu et al., 2011). Recentemente è stato rilevato che i neuroni che producono GABA 

rappresentano un'altra popolazione di cellule coinvolte nel percorso di segnalazione della leptina 

ipotalamica (Vong et al., 2011). Da questi studi effettuati su topi KO per il recettore della leptina 

(LepRb) sui neuroni GABAergici (Vong et al., 2011) è emerso da subito l’insorgenza di una forte 

obesità mentre in topi obesi omozigoti per l'allele LeprS1138 la capacità di diminuire acutamente 

il tono inibitore del GABA è risultata inalterata, nonostante la perdita degli effetti catabolici della 

leptina. In questo contesto, la caratterizzazione di segnali non identificati capaci di modulare i 
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neuroni ipotalamici in risposta alla leptina può essere considerata, ad oggi, una delle principali 

sfide della ricerca corrente nella neurobiologia dell'obesità.  

Come sottolineato precedentemente, le cellule dell’ARC, tra cui i neuroni POMC/ CART e 

NPY/AgRP /GABA, sono strategicamente posizionati come collegamento tra segnali omeostatici 

periferici (anabolici e catabolici) e circuiti ipotalamici coinvolti nell'equilibrio energetico. Tra i 

principali ormoni anabolici, coinvolti nella regolazione dell'appetito, la grelina è emersa essere una 

dei più significativi (Hassouna et al., 2016). Essa viene secreta dal tratto superiore dell’intestino, 

rilasciata primariamente dalle cellule endocrine situate nello stomaco e da alcuni neuroni 

ipotalamici con potenti proprietà oressigeniche, la cui concentrazione plasmatica aumenta in 

condizioni di digiuno, prima di ogni pasto. Sebbene i neuroni responsabili della produzione di 

grelina siano circoscritti all’HTH, i suoi recettori sono espressi in diverse aree cerebrali. Per mezzo 

di tali recettori la grelina stimola il rilascio dell’ormone della crescita a livello ipofisario ed è 

coinvolta nella regolazione del feeding e dell’omeostasi energetica oltre a promuovere l’appetito 

nei Mammiferi attraverso il potenziamento dei neuroni che sintetizzano la DA nell’area tegmentale 

ventrale (VTA; van der Plasse et al., 2015; Hassouna et al., 2016; MacKay et al., 2016). I 

meccanismi d’azione della grelina sull’appetito e sul food intake sono primariamente mediati 

attraverso input periferici trasmessi dall’ARC al NTS. Difatti, i bersagli primari sono neuroni che 

esprimono e rilasciano NPY e AgRP nell’HTH laterale e nel LHA per mediare l’effetto 

oressigenico a livello cerebrale (MacKey et al., 2016). Allo stesso tempo, la grelina può anche 

inibire i neuroni situati nell’ARC, contenenti α–MSH e POMC, che mediano l’effetto 

anoressigenico nel PVN (Konturek et al., 2004; Sobrino Crespo et al., 2014). Numerosi studi 

condotti sull’uomo hanno messo in evidenza l’azione stimolante della grelina sull’assunzione di 

cibo, antagonizzando cosi l’azione della leptina e dell’insulina (Rubenstein et al., 2013). La forma 

esogena dell’ormone oressizzante diminuisce il rilascio e l’azione della leptina e viceversa la forma 

esogena dell’ormone della sazietà riduce i livelli di grelina plasmatica. Questo porterebbe a 

supporre che l’effetto della leptina sulla riduzione del peso corporeo non viene mediato soltanto al 

livello centrale dall’HTH ma anche attraverso un effetto inibitorio a livello periferico sul rilascio 

della grelina (Sobrino Crespo et al., 2014; Fig.I.3).     

Un altro peptide simile alla grelina che tende a ripristinare le riserve energetiche mediante un 

maggior accumulo di cibo è l’NPY. Questo è un polipeptide diffuso nel SNC e nel sistema nervoso 

autonomo in grado di regolare diversi processi fisiologici come l’aumento dell’appetito, la 



    Capitolo I 
 

22 
 

modulazione della risposta vasocostrittrice innescata dai neuroni noradrenergici, il ritmo 

circadiano, la locomozione, l’ansia, l’epilessia, l’apprendimento e la memoria (Mercer et al., 2011). 

 

 
Fig.I.3  Stimolazione e soppressione dell’appetito esercitato a livello dell’HTH. 

 

Nel SNC, il NPY è stato individuato in elevate concentrazioni all’interno dell’HTH, soprattutto a 

livello dell’ARC insieme a AgRP, del tronco cerebrale e dell’ipofisi anteriore. La sintesi e la 

secrezione del NPY nell’ARC, è indotta in risposta ad uno stato di deficienza energetica e di una 

maggiore domanda metabolica in caso di un aumentato esercizio fisico, durante il freddo o in 

gravidanza (Leibowitz and Wortley, 2004). Il NPY stimola l'assunzione di cibo, agendo 

principalmente sui recettori, NPY1R e NPY5R, che si trovano largamente distribuiti in tutto il 

cervello con una maggior preferenza per le aree ipotalamiche come il PVN, VMN e LHA. Questo 

peptide è in grado di "cross-talk" con altri fattori peptidici presenti nel SNC, regolando l’utilizzo 

dell’energia mediante la modulazione del deposito di grasso e del metabolismo (Yam et al., 2017). 

Essendo il NPY co-espresso insieme a LepRb nell’ARC, ciò suggerisce che le cellule che 

producono NPY possono essere uno dei principali target d’azione della leptina (Sun et al., 2016). 

In tale contesto, studi condotti su topi ob/ob, che possedevano entrambe le copie del gene difettoso 

OB della leptina, hanno mostrato un comportamento e una fisiologia tipici di animali in stato di 

digiuno permanente, con livelli di espressione di NPY ipotalamici aumentati e appetito 

incontenibile; al contrario il trattamento con leptina ha portato una significativa riduzione di NPY 
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ancora prima di un qualsiasi cambiamento del peso corporeo (Li, 2011).  A livello periferico, l’NPY 

è ampiamente distribuito a livello dei nervi simpatici, del midollo, delle piastrine e nei vari tipi di 

adipociti (Hirsch and Zukowska, 2012). Un aumento dell’espressione del NPY nel tessuto adiposo 

sembra essere una caratteristica comune dell’obesità in diverse specie (Yang et al., 2008). Difatti, 

è stato dimostrato che il NPY ha effetti iperplasici, adipogenici e antilipolitici sugli adipociti ed 

effetti angiogenici sulla vascolarizzazione che circonda le cellule adipose e che contribuisce 

all’espansione della massa grassa sia in vitro che in vivo (Kuo et al., 2008; Rosmaninho-Salgado 

et al., 2012).  

Tra i fattori oressigenici che stimolano il food intake e l’omeostasi energetica è incluso anche 

il sistema orexinergico (Messina et al., 2017). Le orexine sono ampiamente distribuite nel SNC in 

particolar modo nell’HTH laterale ma anche nei nuclei sopraottici ipotalamici, il PVN, l’AMY, 

l’eminenza mediana e l’ependima (Nixon and Smale, 2007). La distribuzione delle orexine nei 

corpi cellulari a livello ipotalamico suggerisce che quest’ultime siano coinvolte nel feeding 

behavior (Nalund et al., 2005; Nixon et al., 2012). Numerosi studi hanno evidenziato come 

l’iniezione di orexina A (ORXA) e orexina B (ORXB) stimoli l’ingestione nei ratti, sebbene la 

prima sembra avere un’azione maggiore. Gli effetti dell’ORXA sul comportamento alimentare 

dipendono da interazioni con altri segnali come il rilascio del NPY, la leptina, l’ormone 

concentrante della melatonina (MCH), la grelina, la galanina e l’AgRP. In particolare, i neuroni 

dell'orexina proiettano nell'ARC e specificamente innervano i neuroni NPY (Fu et al., 2004). In 

accordo con queste osservazioni, il pretrattamento con un’antagonista selettivo del recettore NPY-

Y1 ha parzialmente inibito l’assunzione di cibo stimolata dall’orexina suggerendo che l’azione 

oressinergica di quest’ultima sia solo in parte mediata dall'attivazione dei neuroni NPY. Le orexine, 

inoltre, mostrano una sensibilità inferiore alla leptina e ai peptidi anoressici rispetto al NPY. In 

recenti studi è stato osservato come l’assunzione di cibo indotta dal NPY venga completamente 

inibita dalla pre-somministrazione della leptina, mentre quella indotta dalle orexine sia solo 

parzialmente inibita (Goforth et al., 2014; Laque et al., 2015; Johnson et al., 2016). Si ipotizza, 

quindi, che l’azione delle orexine sul comportamento alimentare potrebbe essere largamente 

indipendente dal meccanismo centrale regolato dalla leptina e questo spiegherebbe il loro ruolo 

predominante nell’iperfagia osservata nei soggetti obesi (Zhu et al., 2002; Alò et al., 2017). 

La sazietà postprandiale è stata attribuita a numerose molecole espresse e rilasciate 

all’interno del tratto gastrointestinale e dell’ARC ipotalamico, per inibire il food intake tramite la 

via di attivazione dei recettori presenti sui nervi afferenti, la maggior parte vagali, che stimolano il 
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centro della sazietà e inibiscono il centro del feeding (Konturek et al., 2004). Tra queste si 

individuano la colecistochinina (CKK) e il peptide YY (PYY) in cui la prima viene considerata il 

peptide della sazietà, prodotta dalle cellule duodenali endocrine, la seconda viene secreta dalle 

cellule L della mucosa intestinale dell'ileo e del colon e va ad inibire contrazioni intestinali, 

secrezioni pancreatiche e gastriche riducendo di conseguenza l'appetito (Steinert et al., 2017). La 

CKK media l’inibizione a breve termine del food intake e coopera con i segnali che originano dai 

meccanocettori intestinali, generati dalla distensione dell’intestino e trasmessi al cervello attraverso 

le afferenze vagali (Covasa, 2010). Tale ormone si trova in diverse forme nella mucosa ma anche 

nei nervi periferici e nei neuroni cerebrali e sembrerebbe che la sua azione indotta sulla sazietà 

diminuisca durante l’high fat (HF) feeding, nonostante l’aumento dei livelli di CCK in circolo 

(Rehfeldt et al., 2004). Similmente alla CKK, il PYY, attraverso il flusso sanguigno, raggiunge 

l’ARC ipotalamico dove agisce sui neuroni oressigenici inibendo il rilascio del NPY e riducendo 

la fame in seguito alla diminuzione dell'appetito per circa 12 ore (Holzer et al., 2012). Entrambi gli 

ormoni gastrici, in maniera discontinua, preservano la loro attività anoressigenica e sembrano avere 

un’azione compensatoria sull’overeating tali peptidi risultano pertanto dei possibili target specifici 

nella cura dell’obesità. 

 

I.2.1 Patogenesi dell’obesità e sistemi neuronali coinvolti  

La patogenesi dell'obesità può essere considerata come la somma di quei fattori biologici che 

aumentano la predisposizione all’incremento del peso corporeo insieme alle conseguenze di uno 

stile di vita “sbagliato” che promuove un’assunzione di cibo eccessiva e che riduce l’attività fisica. 

Sebbene l’organismo umano abbia evoluto meccanismi fisiologici in grado di difendersi dalla 

perdita di peso, non si hanno molte conoscenze sul meccanismo con il quale il sistema omeostatico 

è in grado di contrastare l’acquisto eccessivo di grasso, causa principale dell’attuale incremento 

dell’obesità nei paesi industrializzati (Rosenbaum et al., 2005). Negli ultimi anni è stato osservato 

che, oltre ai sistemi metabolici, anche i sistemi di ricompensa del cervello svolgono un ruolo 

importante nel comportamento alimentare (Kenny, 2011; Tulloch et al., 2015). In generale, i cibi 

poco appetitosi non vengono consumati in eccesso, mentre gli alimenti gradevoli vengono spesso 

consumati anche dopo che i requisiti energetici sono stati rispettati. La facilità di accesso ad un 

cibo ad alto consumo energetico e l’eccessivo abuso è considerato un importante fattore di rischio 

ambientale per l'obesità (Swinburn et al., 2009). Mentre l'overfeeding può ridurre le risposte 
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neuronali a cibi gradevoli, in particolare nella corteccia insulare e nell'HTH (Cornier et al., 2009), 

il valore edonico del cibo è influenzato dallo stato metabolico, suggerendo che i regolatori del 

metabolismo come la leptina e la grelina possono influenzare l'attività “dei sistemi del piacere” nel 

cervello. In accordo con questa visione, i soggetti umani trattati con leptina o il PYY, o quelli 

sottoposti a distensione gastrica che imitano l'ingestione del pasto (Volkow et al., 2011), presentano 

una ridotta attività nelle regioni cerebrali correlate alla ricompensa. Al contrario, i pazienti 

iperfagici con deficienza congenita di leptina dimostrano un'aumentata attività nella corteccia 

insulare e nello striato in risposta al cibo. Parallelamente, i recettori della leptina vengono espressi 

sui neuroni dopaminergici mesencefalici suggerendo il coinvolgimento di tale ormone negli aspetti 

edonici del comportamento alimentare mediante la modulazione della trasmissione DAergica 

mesostriatale (Fernandes et al., 2015). Il sistema DAergico rappresenta un importante sistema 

neurotrasmettitoriale fortemente implicato nei meccanismi di ricompensa e motivazione rispetto 

all’omeostasi energetica (de Araujo et al., 2010; Johnson et al., 2010; Vucetic and Reyes, 2010). 

Recenti studi hanno mostrato come l’infusione di leptina nella VTA mesencefalica dei ratti vada 

ad inibire l'attività dei neuroni della DA con conseguente diminuzione dell'assunzione di cibo 

(Krügel et al., 2003; Hommel et al., 2006). Viceversa, la ridotta presenza dei LepRb nella VTA 

induce, nello stesso modello sperimentale, un’aumentata assunzione di cibo, un'attività motoria 

avanzata e una maggiore preferenza per il cibo gradevole (Scarpace et al., 2013). Un ulteriore 

conferma dell’effetto inibitorio della leptina sul sistema DAergico è stato osservato nei ratti 

sottoposti a restrizioni alimentari con successiva aggiunta del saccarosio (una misura di cibo 

ricompensa). Anche in questo caso, la leptina blocca le proprietà gratificanti del saccarosio, durante 

la restrizione alimentare, similmente all’azione dell’antagonista del recettore DAergico α-

flupenthixolo (Figlewicz et al., 2001). Contrariamente alla leptina, la somministrazione di un 

ormone oressigenico come la grelina, nei ratti, esercita un effetto stimolante sulla DA (Abizaid et 

al., 2006; Jerlhag et al., 2006, 2007) e aumenta il valore gratificante del cibo (Perello et al., 2010). 

Presi insieme questi risultati dimostrano che il cibo gradevole attiva i sistemi di ricompensa del 

cervello e che i regolatori ormonali dell'appetito possono influenzare l'assunzione degli alimenti 

modulando la risposta edonica al cibo. L’attenzione crescente della comunità scientifica si è 

concentrata sul possibile ruolo di questi ormoni nella patogenesi dell’obesità umana. Difatti, negli 

individui obesi sono stati rilevati maggiori livelli plasmatici circolanti di leptina (resistenza alla 

leptina), proteina legante il retinolo 4, insulina (resistenza all’insulina) e grelina, mentre i livelli di 

adiponectina e PYY risultano essere ridotti (Du et al., 2016). Sino ad oggi nell’uomo, non sono 
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state identificate mutazioni del gene per la leptina capaci di indurre obesità e pertanto viene 

sostenuto che, nella maggioranza dei casi, la patogenesi dell’obesità umana sia quindi radicalmente 

diversa da quella dei topi ob/ob (Liu et al., 2017; Trojova et al., 2017). Studi compiuti negli ultimi 

anni hanno portato alla scoperta di un’aumentata espressione dell’acido ribonucleico messaggero 

(mRNA) specifico del gene ob in pazienti con obesità grave, suggerendo pertanto che l’obesità 

nell’uomo non dipenda da un deficit di espressione del gene ob e quindi da una relativa carenza di 

leptina, quanto piuttosto ad una resistenza periferica dei tessuti bersaglio e principalmente del SNC 

alla leptina stessa (Illison et al., 2016; Fig.I.4).  

 
      Fig.I.4  Conseguenze del circuito leptinergico alterato. 

 

L’ipotesi che la resistenza leptinica contribuisca alla patogenesi dell’obesità è sostenuta anche da 

studi condotti sui roditori che, a seguito di una HFD, hanno acquisito una perdita straordinaria della 

sensibilità alla leptina nei neuroni dell’ARC (Wierucka-Rybak et al., 2016). Per tale motivo, la 

delezione dei recettori per la leptina, in diverse sottopopolazioni neuronali dell’HTH, è sufficiente 

per causare l’obesità nei topi (Van de Wall et al., 2008; Shi et al., 2010). La resistenza leptinica è 

rilevabile nei neuroni ARC persino dopo un breve periodo di trattamento con una HFD, ancor 

prima di un sostanziale aumento del peso corporeo (Münzberg et al., 2004). A livello cellulare, lo 

stato pro-infiammatorio delle cellule gliali, indotto da tale dieta, come anche la proliferazione di 

astrociti e di cellule microgliali, costituiscono una risposta precoce, che non solo è responsabile di 

modificazioni strutturali e funzionali a livello ipotalamico ma rappresenta anche un importante 

mediatore della resistenza leptinica (Argente-Arizòn et al., 2017; Martin et al., 2017).  
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Difatti, nonostante la risposta infiammatoria precoce sia indice di un effetto neuroprotettivo, il 

mantenimento di uno stato infiammatorio cronico potrebbe causare, tra le modifiche funzionali 

ipotalamiche, la perdita di risposta alla leptina (Hovarth et al., 2010; Thaler et al., 2012, Wu et al., 

2014). È interessante notare una stretta correlazione tra gli astrociti e la sensibilità leptinica poichè 

l’assenza del suo recettore nei primi è associata ad una morfologia delle cellule gliali alterata e ad 

una modificazione della risposta sinaptica, la quale potrebbe diventare un elemento fondamentale 

nelle condizioni di obesità. In particolar modo, è stato osservato come i topi KO per LepRb negli 

astrociti mostrano una ridotta sensibilità leptinica, mentre l’attivazione delle cellule microgliali è 

stata associata ad una disfunzione dei neuroni POMC indotta dalla dieta iperlipidica (Gao et al., 

2014; Kim et al., 2014).  

Si può dire, quindi, che le lesioni ipotalamiche durante l’assunzione di diete ricche di grassi 

si verificano prima dell’obesità. Sebbene le conoscenze ottenute da questi lavori necessitino di 

ulteriori studi, l’osservazione di lesioni cerebrali, acquisite nell’area centrale adibita all’omeostasi 

energetica, offre un plausibile meccanismo per spiegare il processo infiammatorio, che si esplica a 

livello ipotalamico, e la difesa che si attua nei confronti di un elevato livello di grasso corporeo in 

individui obesi (Thaler et al., 2011). Nonostante tali osservazioni forniscono importanti conoscenze 

sulla patogenesi dell’obesità, ulteriori studi risultano essere necessari. 

 

I.3 Obesità e Infiammazione  

Negli ultimi anni la ricerca scientifica ha dimostrato che alla base dei disordini metabolici, accanto 

ad uno stile di vita non corretto, ricco di eccessi, esiste una risposta negativa da parte del tessuto 

adiposo, che non essendo in grado di eliminare il grasso accumulato, si infiamma sviluppando gravi 

conseguenze nella salute umana (Norris and Blesso, 2017). L'infiammazione, infatti, è una risposta 

fisiologica necessaria per ripristinare l'omeostasi alterata da stimoli diversi. Per decenni il tessuto 

adiposo è stato considerato un vero e proprio deposito di energia e un mezzo di isolamento termico 

e meccanico. Più recentemente esso è stato riconosciuto come un complesso organo endocrino, in 

grado di secernere numerose sostante bioattive come le adipochine, con molteplici azioni a livello 

locale e sistemico (Morshedzadeh et al., 2017). Difatti, quando nell’organismo si viene a creare 

una condizione di bilancio energetico positivo, con introito energetico che supera i consumi, il 

tessuto adiposo subisce delle modificazioni morfologiche e metaboliche che determineranno una 

maggior espressione di ormoni e citochine ad azione pro-infiammatoria, come l’interleuchina-6 
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(IL-6) e il “tumor necrosis alfa” (TNF-α), e una minore produzione di quelle ad azione 

antiinfiammatoria come l’adiponectina (Grabmann et al., 2017). Queste alterazioni indurranno, 

quindi, una “infiammazione cronica di basso grado”, che sembrerebbe avere un ruolo 

fisiopatologico importante nello sviluppo dell’obesità. Tra i numerosi fattori, alla base del processo 

infiammatorio, c'è sicuramente l’eccesso di grasso accumulato con la dieta, che porterà ad 

importanti alterazioni morfologiche degli adipociti inizialmente ipertrofiche e successivamente 

iperplastiche, con conseguente sviluppo di ipossia e ridotta vascolarizzazione adipocitaria. Lo stato 

di ipossia, a sua volta, determinerà una condizione di stress per il reticolo endoplasmatico, 

contribuendo all’alterata produzione di adipochine (Bambace et al., 2011). Un altro importante 

meccanismo alla base dell’infiammazione cronica nell’obesità è l’infiltrazione di cellule 

infiammatorie nei macrofagi e nei linfociti del tessuto adiposo. Tali cellule dal circolo periferico 

verranno chiamate in sede grazie alla produzione e all’immissione di chemochine, quali ad esempio 

“monocyte chemotactic protein-1” (MCP-1) e “vascular cell adhesion protein” (VCAM), da parte 

degli adipociti (Desal et al., 2017). Consequenzialmente, la presenza di numerose citochine 

proinfiammatorie, in circolo, andrà ad aumentare la risposta flogistica del tessuto. Difatti, nelle 

persone obese le concentrazioni circolanti di queste molecole sono molto alte rispetto ai soggetti 

magri e si crede svolgano un ruolo chiave nell’insorgenza dell’insulino-resistenza (Panee et al., 

2012). Tra le citochine responsabili dell’infiammazione cronica vi è il TNFα, l’IL-6, 

l’interleuchina-17 (IL-17A) e l’interleuchina-1beta (IL-1β, Fatima et al., 2017). TNF-α è una 

citochina pro-infiammatoria pleiotropica che svolge un ruolo centrale nell’infiammazione, nello 

sviluppo del sistema immunitario, nell’apoptosi e durante il metabolismo lipidico, con numerosi 

effetti nel tessuto adiposo, inclusa la segnalazione dell'insulina (Swaroop et al., 2012). Alti livelli 

circolanti di TNF-α si osservano nei soggetti obesi mentre una significativa riduzione del peso 

corporeo comporta una ridotta presenza di tale fattore. Il TNF-α, inoltre, è in grado di favorire la 

secrezione di altre potenti citochine pro-infiammatorie come l’IL-6, mentre riduce citochine anti-

infiammatorie come l'adiponectina (Hector et al., 2007). Tra le altre funzioni esercitate dal TNF-α 

è stato rilevato anche il coinvolgimento nell'apoptosi degli adipociti e nella resistenza all'insulina 

mediante l'inibizione del pathway di segnalazione del substrato del recettore dell'insulina-1.  

IL-6 è una citochina che svolge ruoli importanti durante le reazioni in fase acuta, 

nell’infiammazione, nell’ematopoiesi, nel metabolismo osseo e nella progressione del cancro 

(Wang et al., 2017). Questa citochina regola l'omeostasi energetica e l’infiammazione in quanto è 

in grado di sopprimere l’attività della lipoproteina lipasi e di controllare l'appetito e l'assunzione di 
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energia a livello ipotalamico (Watt et al., 2005). IL-6 oltre ad essere importante nella transizione 

da malattie infiammatorie acute a malattie infiammatorie croniche (Hurst et al., 2001), contribuisce 

all'infiammazione cronica nelle disfunzioni metaboliche come l'obesità, la resistenza all'insulina, 

la malattia intestinale infiammatoria nonché nell’artrite infiammatoria, e nella sepsi quando è 

sregolata (Chaudhry et al., 2013). Recenti studi hanno mostrato che le citochine IL-6 e TNF-α 

aumentano insieme la lipogenesi epatica e innescano una risposta sistemica di fase acuta (Negrin 

et al., 2011; Rodríguez-Hernández et al., 2013). IL-1β è una citochina prodotta principalmente dai 

monociti in risposta a infezioni, lesioni, o sfida immunologica che favorisce l’innescarsi dei 

processi infiammatori in seguito a infezioni batteriche, stimola le cellule muscolari, epiteliali a 

produrre prostaglandine oltre ad indurre la produzione di altre citochine come l’interleuchina-2 

(IL-2) e IL-6. Inoltre, recluta le altre cellule del sistema immunitario (Hong and Yu, 2017). L’IL-

1β è nota anche con il nome di pirogeno endogeno in quanto è capace di stimolare la febbre anche 

in assenza di altri stimoli come antigeni batterici (Gabriel et al., 2017). Essa si lega a recettori 

presenti nelle cellule endoteliali dell’HTH, facendo aumentare la temperatura del corpo 

provocando la febbre. In queste condizioni, la replicazione batterica e virale diminuisce mentre 

aumenta l’efficacia della risposta immune. Negli ultimi anni è emerso il suo coinvolgimento nei 

disordini metabolici come istigatore prominente della risposta pro-infiammatoria nell’obesità 

(Bing et al., 2015). Tra i marker infiammatori coinvolti nelle disfunzioni metaboliche troviamo 

anche la proteina C reattiva (CRP) un fattore sistemico molto sensibile all'infiammazione, la cui 

concentrazione sierica aumenta rapidamente in risposta a una varietà di stimoli. L’infiammazione 

cronica di basso grado è stata osservata anche nei bambini obesi che presentano livelli più elevati 

di CRP rispetto ai bambini di peso normale (Kitsios et al., 2013). Alcuni studi, inoltre, hanno 

riferito che la perdita di peso, attraverso la dieta, è associata alla riduzione dei livelli circolanti di 

IL-6, TNF-alfa, CRP e altri marcatori di infiammazione, indipendentemente dall'età, dal sesso e 

dall’indice di massa corporea (BMI; Makki et al., 2013). Similmente la perdita di peso osservata 

nei soggetti dopo l'esposizione di un bypass gastrico ha ridotto i livelli di CRP e IL-6.  

Le cellule T helper 17 (Th17), recentemente scoperte, rappresentano un nuovo sottoinsieme 

di cellule T4 o CD4 + coinvolte nei processi metabolici. In particolar modo la citochina IL-17A, è 

il primo membro di una famiglia di sei citochine pro-infiammatorie implicata nelle interazioni tra 

il sistema immunitario e i tessuti somatici (Li et al., 2017). Essa è coinvolta nell'infiammazione del 

tessuto con il rilascio di altre citochine pro-infiammatorie, nell’induzione della chemiotassi dei 

neutrofili nonché in condizioni autoimmuni e infiammatorie gravi come la sclerosi multipla, l’ictus, 
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la depressione, la malattia infiammatoria intestinale, in diversi tipi di infezioni a livello cerebrale e 

alcune forme tumorali, mentre la sua inibizione potrebbe avere un effetto benefico sulle condizioni 

patogene nel SNC (Waisman et al., 2015). L’IL-17A può, inoltre, regolare negativamente la 

neurogenesi nell’HIP adulto (Liu et al., 2014). Tuttavia, negli ultimi anni, la ricerca si è focalizzata 

sugli effetti dell’IL-17A sul tessuto adiposo e sulle implicazioni dell’obesità associata agli stati 

infiammatori. Difatti, diversi studi hanno rilevato che i livelli sierici di IL-17A aumentano 

significativamente sia nei topi che negli esseri umani obesi (Qu et al., 2016).  È stato dimostrato 

che l’IL-17A può incrementare l'espressione di citochine TNF-α, IL-6 e IL-1β (Wang et al., 2013) 

i cui livelli sono già alti in tale patologia correlata all’insulino resistenza e all’infiammazione 

sistemica di basso grado. Sebbene questi dati suggeriscano uno stretto legame tra l'obesità, l'IL-

17A e le malattie infiammatorie, attualmente non è chiaro se IL-17A influenzi il metabolismo e 

l'obesità o risulti aumentata a seguito di variazioni infiammatorie associate a tale disordine 

metabolico. Nel tessuto adiposo le cellule Tγδ producono IL-17A la quale agisce sui preadipociti 

e sugli adipociti per inibire l'adipogenesi e la moderata assunzione di lipidi e di glucosio. In effetti, 

mentre nei topi normali IL-17A può agire direttamente sulle cellule per ridurre la differenziazione 

dell'adipocita, l'assorbimento di glucosio e lipidi e la sensibilità all'insulina, l’inibizione della stessa 

citochina, nel suddetto modello animale, svilupperà un'obesità più debole, soprattutto in età adulta 

(Zúñiga et al., 2010), mediante un'alterata omeostasi glicemica (Eljaafari et al., 2015; Eik et al., 

2016) soprattutto durante il netto stato iperglicemico che è un segno distintivo della resistenza 

insulinica, tipica della sindrome metabolica associata all'obesità. Recenti studi hanno rilevato come 

giovani topi wild type e KO per IL-17A, utilizzati nello studio del glucosio e dell’insulina, 

risultavano essere magri senza differenze significative in massa, indicando che IL-17A contribuisce 

all'omeostasi del glucosio sistemico anche prima dell'insorgenza dell'obesità (Xu et al., 2015; Hong 

et al., 2017). Tuttavia, sebbene i topi KO per IL-17 abbiano mostrato una migliore risposta 

metabolica rispetto ai topi wild type, tale protezione nei primi è stata persa a seguito dello sviluppo 

dell'obesità associata all'età, essendo loro stessi più suscettibili all’accumulo di una maggiore massa 

di tessuto adiposo nel tempo (Zúñiga et al., 2010). Un altro studio condotto sullo stesso modello 

sperimentale, ma di età inferiore (circa 6 mesi), invece, ha evidenziato come a seguito della 

somministrazione di una dieta HF, i topi mostravano una grave obesità rispetto ai topi controllo 

(Zhang et al., 2013). Le ragioni di questo fenomeno non sono chiare ma possono riflettere un 

avanzamento di altri meccanismi di infiammazione correlati all'obesità che sovrastano gli effetti 

della carenza di IL-17A. È interessante notare che l’assenza di IL-17A è stata associata anche ad 
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una significativa riduzione dell'insulina sierica (Chen et al., 2014). Contrariamente ai fattori pro-

infiammatori, le citochine infiammatorie secondarie, quali l’IL-10 e il “tissue growth factor-β” 

(TGF- β), inducono un calo significativo del peso corporeo e dello stato infiammatorio, in quanto 

rilasciate tardivamente rispetto ai fattori pro-infiammatori e deputate al controllo della sintesi degli 

stessi, modulano l’intensità del processo infiammatorio e contribuendo alla sua risoluzione (Maioli 

et al., 2016; Morris et al., 2016). In particolare, un aumento dei macrofagi anti-infiammatori (M2) 

nel tessuto adiposo regola l'espressione di IL-10 proteggendo gli adipociti dalla resistenza 

insulinica indotta da TNF-α. IL-10 è prodotta da varie cellule del sistema immunitario innato e 

adattivo, ma la sua fonte principale sono i macrofagi (Ouyang et al., 2011; Toita et al., 2016; 

Galbraith et al., 2017) molto probabilmente attraverso interleuchina-33 (IL-33) responsabile della 

riduzione della colesterolemia (Zhang et al., 2017). È interessante notare che IL-10, citochina con 

un'emivita breve, è in grado di promuovere effetti anti-obesità e anti-infiammatori come 

evidenziato dal suo effetto benefico contro malattie infiammatorie ed autoimmuni come la psoriasi, 

malattie intestinale ed il lupus eritematoso sistemico (Asadullah et al., 2003; Ouyang et al., 2011; 

Toita et al., 2016). È plausibile che tale fattore stimoli i percorsi di segnalazione anti-infiammatori 

attraverso l’interazione con il suo recettore mentre la carenza dello stesso recettore nei macrofagi 

può portare a risposte infiammatorie severe e alla prominente produzione di citochine pro-

infiammatorie (Shouval et al., 2014; Zigmond et al., 2014).  

 

I.4 Patologie associate all’obesità  

Gli studi di popolazione hanno dimostrato chiaramente che gli individui obesi hanno maggiori 

rischi di sviluppare numerose complicazioni sanitarie che contribuiscono alla morte prematura 

rispetto agli individui di peso normale (Wellen et al., 2005). Durante le varie valutazioni degli stati 

di obesità è emerso che oltre ad un precoce sviluppo della sindrome metabolica, sono state 

identificate altre comuni comorbidità associate a questa condizione, come disturbi endocrini 

(diabete mellito di tipo 2), problemi respiratori (ad esempio apnea del sonno), malattie 

cardiovascolari (aterosclerosi e attacchi cardiaci) e nei tumori di vari tessuti (Redinger, 2007). C'è 

da sottolineare che l'obesità ha impatti negativi non solo sulle questioni psicologiche e umoristiche, 

ma anche sulla funzione cognitiva (Solas et al., 2017; Fig.I.5). Attualmente, i problemi legati alla 

patologia del diabete sono molteplici e sempre più crescente come si può notare dal sostanziale 

aumento delle alterazioni metaboliche, sia i paesi sviluppati che quelli in via di sviluppo causando 
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numerosi casi di rischi di insulino-resistenza e di conseguenza stati iperglicemici associati a tale 

patologia anche in bambini (Wellen and Hotamisligil, 2005; Rogacka et al., 2017). Mentre nella 

fase precoce di diabete di tipo 2, la resistenza insulinica si attua in risposta ad uno stato di 

iperinsulinemia, dovuta ad un aumento della produzione di tale ormone da parte del pancreas, in 

uno stato più avanzato le cellule pancreatiche non riescono ad adeguarne la sintesi inducendo un 

aumento della glicemia post-prandiale. A tal proposito, numerose evidenze stanno supportano 

l'ipotesi secondo cui l'infiammazione sistemica cronica contribuisca a ridurre la sensibilità 

all'insulina nei tessuti periferici (Chen et al., 2015). Da questi lavori è risultato che l'infiammazione 

sistemica subclinica, misurata su livelli elevati di CRP e IL-6, è in grado di predire lo sviluppo del 

diabete (Marsland et al., 2010). Infatti, IL-6 può interferire con la segnalazione dell’insulina 

attraverso l'induzione di proteine che si legano al suo recettore mentre il TNF- α è sovraespresso 

nei tessuti adiposi e muscolari di soggetti obesi e insulino-resistenti. 

 
Fig.I.5 Patologie associate all’obesità. 
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Allo stesso tempo è stato rilevato che l'infiammazione cronica di basso grado è associata, anche, 

alla sindrome metabolica come indicato dalla significativa correlazione tra i livelli di CRP (Cooke 

et al., 2016) e le caratterizzanti condizioni della sindrome metabolica, tra cui l'adiposità, 

l'iperinsulinemia, la resistenza all'insulina, l'ipertrigliceridemia e il basso colesterolo HDL (Kotsis 

et al., 2010). Parallelamente, alti livelli di fattori infiammatori (CRP, TNF-α e IL-6), oltre a 

reagenti in fase acuta, sono associati ad un aumentato rischio d’insorgenza di eventi 

cardiovascolari. Lavori condotti dall’istituto “European Concerted Action on Thrombosis and 

Disabilities Angina Pectoris Study Group” hanno stabilito che le concentrazioni di CRP sono più 

alte nei pazienti che presentano eventi coronarici soprattutto dopo l'infarto miocardico, 

identificando l'infiammazione come un forte indicatore degli eventi cardiovascolari mentre i livelli 

di CRP come prognostici chiavi delle patologie cardiovascolari (Thompson et al., 1995). 

Contestualmente, l'obesità produce un aumento del volume totale del sangue e della gittata cardiaca 

a causa di una maggiore richiesta metabolica indotta dall'eccesso di peso corporeo per cui il carico 

di lavoro cardiaco è maggiore durante gli intervalli di iperattività negli obesi). In questo caso 

un'elevata gittata cardiaca insieme ad una bassa resistenza periferica totale costituiscono un quadro 

di maggior rischio per lo sviluppo di un’ictus (Rodríguez-Hernández et al., 2013).  

Le comorbidità che coinvolgono il sistema respiratorio includono l'apnea ostruttiva del 

sonno, che risulta dall'accumulo di tessuto adiposo aggiuntivo all'interno dei confini del tratto 

respiratorio superiore, e l'ipofaringe, che influenza negativamente la ventilazione, con ipossia 

secondaria e persino l'ipercapnia. Le cellule adipose bronchiali e peribronchiali secernono 

eccessive quantità di adipochine che portano ad un aumentato stato infiammatorio il quale, 

attraverso i danni apportati ai livelli della mucosa e subcutanea provocano malattie reattive delle 

vie aeree, compresa l'asma nelle donne. Anche l'embolia polmonare si presenta a tassi più alti nei 

pazienti obesi, in particolare in quelli con mobilità ridotta (Segula et al., 2014). L’infiammazione 

in molti tessuti e organi, è un fattore di elevato rischio anche per molte forme tumorali tra cui il 

seno, il colon, l'endometrio, l'esofageo, il cancro epatocellulare, renale e alla prostata (Schmandt et 

al., 2011). Una relazione inerente a tale associazione è stata individuata per la prima volta quando 

l'iperinsulinemia è risultata essere un fattore di rischio non solo per il cancro del colon 

(Giovannucci, 2007; Jochem and Leitzmann, 2016) ma anche per i 20-33% dei pazienti obesi a 

rischio di carcinoma mammario, esofageo e renale (Gild et al., 2017; Wolfson et al., 2017; Zheng 

et al., 2017). Sebbene in questi anni siano stati realizzati grandi passi in avanti in merito al ruolo 

innescante delle condizioni di obesità nelle varie tipologie di carcinoma, resta ancora 
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l'identificazione dei fattori ambientali, genetici e molecolari specifici responsabili dei processi 

infiammatori negli obesi.  

 

I.4.1 Disturbi cognitivi associati all’obesità 

Studi recenti hanno messo in evidenza come il sovrappeso e l’obesità contribuiscano negativamente 

sull’attività cognitiva attraverso una serie di potenziali meccanismi, tra i quali il metabolismo 

cerebrale compromesso, l’elevata infiammazione e il degrado neuronale (Stillman et al., 2017). 

L’assunzione di diete ricche di acidi grassi saturi e di zuccheri raffinati rappresenta, infatti, una 

delle principali cause di alterazioni mnemoniche in un individuo sano. Diversi studi si sono 

focalizzati su tale ambito, come si è potuto notare dall'alterata task memory e funzionalità dell’HIP 

riportate in un gruppo di studenti trattato con una dieta ricca in grassi e carboidrati (Francis and 

Stevenson, 2011). Tali soggetti hanno, infatti, mostrato una ridotta sensibilità dell'HIP, sede della 

memoria episodica, agli stimoli interni di appetito e sazietà che non consentiva loro di ricordare 

quello che avevano mangiato in precedenza. Contestualmente questi stessi studenti hanno 

presentato una predisposizione maggiore verso malattie neurodegenerative come la demenza e AD 

(Solfrizzi et al., 2011; Fig.I.6). Contrariamente una maggiore assunzione di acidi grassi polinsaturi 

e un rapporto maggiore di questi rispetto ai saturi è stata associata ad una migliore funzionalità 

mnemonica e un ridotto rischio di alterazioni cognitive (Eskelinen et al., 2008; Devore et al., 2009).  

 

 
Fig.I.6  Effetti di una dieta HF sulle attività cognitive. 
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In particolare, una dieta ricca di omega-3 (acidi grassi polinsaturi) rispetto ad omega-6 (grassi 

saturi) è stata associata ad un rischio più basso di declino cognitivo e di AD rafforzando un ruolo 

protettivo più mirato esercitato dai grassi polinsaturi (Heude et al., 2003; Swanson et al., 2012). Il 

consumo di una dieta iperlipidica o ricca di zuccheri è all’origine di cambiamenti centrali e 

periferici come l’infiammazione la quale potrebbe contribuire alla disfunzione cognitiva in soggetti 

obesi (Miller and Spencer, 2014). Difatti, il tessuto adiposo in eccesso secerne numerose 

adipochine che possono modificare il funzionamento dei tessuti vicini, e danneggiare la salute del 

cervello attraverso processi infiammatori (Xu et al., 2003). I meccanismi infiammatori centrali 

inducono una neurodegenerazione preferenzialmente a livello dell'HIP e di conseguenza una ridotta 

funzionalità mnemonica nonché un alto rischio di demenza (Takeda et al., 2014). In linea con 

queste correlazioni, prove eseguite su un numero cospicuo di volontari (tra 30 e 54 anni) hanno 

fornito delle indicazioni interessanti da cui si evince che tanto più alti risultano i marcatori specifici 

dell'infiammazione sistemica periferica (IL-6 e CRP) quanto più basse sono le capacità 

dell'apprendimento spaziali, le abilità mnemoniche a breve termine, le conoscenze verbali oltre alle 

ridotte quantità di materia grigia/bianca corticale e volume HIP (Marsland et al., 2015). 

Recentemente, si è ipotizzato che una particolare alimentazione, nei primi anni di vita, potrebbe 

essere importante nella programmazione delle funzioni cognitive associate all’obesità (Veronese 

et al., 2017). Tale condizione patologica potrebbe avere come conseguenza un’infiammazione 

ipotalamica con microgliosi nel nucleo PVN e un aumento dell’espressione di geni pro-

infiammatori a livello ipotalamico (Ziko et al., 2014). Sebbene diversi studi sostengano che gli 

effetti di una dieta HF in un adulto siano reversibili, almeno nell’HIP, i ratti sottoposti ad 

overfeeding, nelle prime settimane di vita, esibiscono microgliosi ipotalamica associata al rischio 

di presentare una maggiore predisposizione in età adulta rispetto a coloro i quali assumono una 

dieta normale nello stesso periodo. Tali modelli, infatti, hanno anche una maggiore risposta 

immunitaria periferica e centrale nei confronti dell’infiammazione (Clarke et al., 2012; Cai et al., 

2015; 2016). Come riportato precedentemente, la resistenza all'insulina costituisce una condizione 

ad alto rischio non solo per i diabetici ma anche per gli obesi rafforzando l’ipotesi che tale 

condizione possa compromettere la capacità cognitiva nei pazienti che sviluppano una scarsa 

sensibilità all'insulina (Heni et al., 2015). Similmente alle condizioni infiammatorie periferiche 

anche la resistenza all'insulina centrale ha conseguenze negative soprattutto sulle funzioni 

dipendenti dall'HIP e sulle funzioni esecutive poiché le regioni del cervello che supportano queste 

attività (ad esempio, i cortici prefrontali temporali e dorsolaterali mediali) hanno elevate 
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concentrazioni di recettori dell'insulina (Blázquez et al., 2014). Tale ipotesi è stata confermata 

anche da studi condotti sull’uomo e su modelli animali obesi nei quali le regioni cerebrali essenziali 

per la memoria, compreso l'HIP e la PFC dorsolaterale, hanno mostrato una ridotta attività 

funzionale e un grado di resistenza all'insulina elevato (Cheke et al., 2017).  

È ormai noto che l’attività fisica apporta una serie di benefici all’organismo e contribuisce a 

mantenere lo stato di salute di un individuo. A tal scopo è stato dimostrato che quest’ultima può 

contrastare gli effetti esercitati da una HFD sulla funzionalità cognitiva (Woo et al., 2013). Recenti 

studi hanno evidenziato che l’esercizio fisico è in grado di aumentare i livelli del brain-derived 

neurotrophic factor (BDNF), di sinapsina 1, di cAMP response element-binding protein (CREB), 

di diminuire i livelli di reactive oxygen species (ROS) nell’HIP ed aumentare la performance nel 

Morris water maze, un test mnemonico finalizzato alla valutazione dell’abilità mnemonica e 

dell’apprendimento spaziale sfruttando la naturale avversione dei roditori nei confronti dell’acqua 

(Lu et al., 2011), indicando un miglioramento dell’attività cognitiva. Anche il controllo esecutivo, 

che rappresenta tipicamente il primo dominio cognitivo compromesso con l’età, mostra 

miglioramenti a seguito dell’attività fisica. Ciò suggerisce come l’esercizio fisico è in grado di 

preservare e perfino migliorare sia pathway fisiologici (infiammazione, salute vascolare, 

segnalazione metabolica) che il funzionamento dei domini cognitivi che presentano disfunzioni a 

causa dell'obesità e dell'invecchiamento e questo lo potrebbe rendere un fattore particolarmente 

adatto per alterare il corso della funzionalità cerebrale negli adulti obesi. 

 

I.4.2 Disturbi comportamentali e obesità 

L'obesità è un problema tanto psicologico quanto fisico poiché la base eziologica dei disturbi 

alimentari e dell'obesità di solito è una combinazione tra fattori psicosociali, ambientali, genetici o 

biologici. Gli individui che soffrono di disturbi psicologici (ad esempio depressione, ansia e 

disturbi alimentari) possono avere maggiori difficoltà a controllare l’assunzione di cibo, e nello 

stesso mantenere un peso sano (Bodenlos et al., 2011; Strigo et al., 2017). Il cibo viene spesso 

utilizzato come meccanismo di copertura da parte di coloro che hanno problemi di peso, 

specialmente quando sono tristi, ansiosi, stressati, solitari e frustrati. Infatti, in molti individui obesi 

sembra esserci un ciclo perpetuo di disturbi dell'umore, di sovraesposizione e di aumento di peso. 

Esiste, quindi, una stretta relazione tra l’obesità e i disturbi neuropsichiatrici come l’ansia, in 

particolare il disordine generalizzato dell’ansia, gli attacchi di panico, il disordine da stress post-
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traumatico e i disturbi cognitivi (Gariepy et al., 2010; André et al., 2014; McCuen-Wurst et al., 

2017). Di recente è stato osservato come una HFD, che aveva indotto obesità nei ratti, aveva 

peggiorato un disturbo cardiovascolare in seguito ad uno stress emotivo (Abreu et al., 2014); il 

consumo di diete ricche di grassi da parte della madre durante il periodo perinatale aveva causato 

la comparsa di comportamenti ansiosi nella prole. Anche il passaggio dall’allattamento ad una HFD 

nel periodo postnatale aveva indotto lo sviluppo di ansia valutata tramite un test ansiometrico 

comportamentale come l’EPM (Sasaki et al., 2014). Tuttavia, gli effetti dell’obesità sui sistemi 

cerebrali che portano disturbi ansiosi non sono stati completamente compresi. È stato ampiamente 

dimostrato che l’HTH dorsomediale (DMH) rappresenta una regione cruciale coinvolta nella 

regolazione delle risposte comportamentali come la paura, l’ansia e il disturbo da attacco di panico 

(Nascimento et al., 2014; de Norohna et al., 2017) mentre l’HTH mediale, non solo regola alcuni 

aspetti del comportamento ma è responsabile di funzioni fisiologiche come l’ingestione del cibo, 

il metabolismo e la riproduzione (Nascimento et al., 2010). In questo contesto il DMH agisce come 

un importante substrato neuroanatomico che coordina il comportamento (Fontes et al., 2011) e 

regola lo stato ansioso mantenendo un equilibrio dovuto a segnali neuronali di tipo eccitatorio 

(glutammato) ed inibitorio (GABA; de Norohna et al., 2017). È stato osservato che l’iniezione del 

GABAA nel DMH determina un effetto panicolitico osservato nell’EPM ma non varia la risposta 

di apprendimento relativa all’ansia (Nascimento et al., 2010). In particolare, negli ultimi anni, è 

stata valutata la relazione tra la reattività cardiaca in seguito ad uno stress emotivo e il tono 

GABAergico all’interno del DMH nei ratti in cui è stata indotta obesità. L’iniezione dell'agonista 

GABAergico, muscimolo, nel DMH dei controlli (CTRL) ha regolato la pressione sanguigna 

mentre l’attività cardiaca è risultata aumentata in seguito allo stress. Contrariamente, nei ratti HFD 

tale agonista non ha ridotto l’aumento di pressione sanguigna e l’attività cardiaca ma ne ha 

determinato soltanto un aumento transitorio rispetto ai ratti non trattati (Abreu et al., 2014). Si è 

ipotizzato che la mancanza di effetti da parte del muscimolo negli animali trattati con HFD sia 

dovuto all’attenuazione del tono GABAergico all’interno del DMH che potrebbe essere la causa di 

una risposta eccessiva osservata in seguito all’induzione di uno stimolo che porta ad uno stress 

emotivo (Abreu et al., 2014; de Norohna et al., 2017). Dal momento che i ratti obesi sembrano 

essere caratterizzati da una diminuzione del tono GABAergico inibitorio all’interno del DMH e 

che i suoi cambiamenti funzionali sono correlati a disturbi dell’umore, è stato valutato che gli stessi 

animali potrebbero essere suscettibili alla comparsa di ansia o attacchi di panico dovuti 

all’alterazione dell’attività GABAergica all’interno di questo nucleo (de Norohna et al., 2017). 
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Altre ricerche in questo campo hanno evidenziato, invece, un aspetto che tenta di spiegare la 

correlazione tra disturbi dell’ansia e l’obesità. Le alterazioni cognitive e psicologiche osservate in 

modelli DIO (Buettner et al., 2012) sono dovute ad una ridotta espressione di molecole associate 

al processo di neurogenesi, apprendimento e memoria come il BDNF (Molteni et al., 2002), la DA 

(Kaczmarczyk et al., 2013) e molecole bioattive infiammatorie (Pistell et al., 2010). Una dieta HF 

può agire attraverso pathways associati ai glucocorticoidi, alla neurogenesi e alla leptina 

(Valladolid-Acebes et al., 2013; Boitard et al., 2014, 2015, 2016;), e in tal modo questa esposizione 

può influire negativamente sull’attività cognitiva nell’uomo (Boitard et al., 2016). Difatti, numerosi 

studi hanno considerato il fenotipo obeso come un fattore predittivo, sia nei bambini che negli 

adolescenti, nei quali è stato rilevato un maggior rischio di comparsa di deficit cognitivi e una 

ridotta funzionalità esecutiva nonché una maggiore predisposizione ad alcune complicanze 

psicologiche come disturbi dell’attenzione, iperattività, impulsività e ansia (Kalarchian and 

Marcus, 2012; Liang et al., 2014). In tale contesto, è stato dimostrato che l’obesità in queste fasce 

d’età crea un serio malessere di natura psicologica e disturbi cognitivi che persistono addirittura a 

lungo termine, in seguito al consumo di HFD e considerato l’incremento notevole di obesità 

infantile negli ultimi '30 anni (Ogden et al. 2014) e le conseguenze ad esse associate è importante 

che la ricerca si indirizzi su tale problema al fine di individuare nuove strategie terapeutiche.  

 

I.5 Aspetti clinici dell’obesità 

Dal punto di vista diagnostico per determinare se e in che misura un individuo sia obeso, sono stati 

progettati e sviluppati diversi metodi, tra cui la valutazione basata sull'antropometria, l'analisi 

dell'impedenza bioelettrica, la densitometria e le metodiche basate sull'immagine. Tuttavia quello 

più comunemente usato, ma impreciso, resta la BMI. Tale indice, che dovrebbe grossolanamente 

caratterizzare la condizione dell'adiposità attraverso il sovrappeso e stato di obesità, deriva dal 

calcolo del peso corporeo dell'individuo (espresso in chilogrammi, kg) diviso per l’altezza in metri 

al quadrato (m2). La classificazione della World Health Organization (WHO) che utilizza BMI 

definisce la sottonutrizione come <18,5 kg/m2, peso normale tra 18,5-24,9 kg/m2, sovrappeso tra 

25-29,9 kg/m2, obesità come ≥30 kg/m2 e obesità estrema ≥40 kg/m2 (Fig.I.7).  

La distribuzione del grasso corporeo è considerata un'alterazione fisica che presente un 

un'altrettanto rischio per la salute.  
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Fig.I.7  Classificazione di soggetti adulti in base al BMI. 

 

Difatti, l'obesità localizzata sulle parti superiori del corpo ('viscerale', 'maschile', 'sopra la cintura') 

è fortemente associata ad un più alto rischio di malattie metaboliche croniche associate all'obesità, 

rispetto all'obesità del corpo inferiore ('subcutaneo',' femminile', 'sotto la cintura'; Baltadjiev et al., 

2014; Serra et al., 2015; Han et al., 2017). 

Il successo nel trattamento dell'obesità dipende dall'entità della perdita di peso e della 

riduzione delle comorbilità associate al tale patologia all'inizio del trattamento. Un intervento 

terapeutico per la perdita di peso è efficace quando c'è una riduzione maggiore o uguale all'1% del 

peso corporeo al mese, raggiungendo almeno il 5% in 3 o 6 mesi. In particolare, un decremento dal 

5 al 10% del peso riduce i fattori di rischio per il diabete e le malattie cardiovascolari. Il trattamento 

dell'obesità si basa sugli interventi di modifica dello stile di vita, del comportamento, nella scelta 

della dieta e aumentando l'attività fisica. Tuttavia, il numero di pazienti che ottengono risultati 

soddisfacenti con misure non farmacologiche è molto basso. La maggior parte dei trattamenti 

alimentari dell'obesità comportano la riduzione dell'assunzione di calorie, utilizzando alimenti a 

basso contenuto di grassi e ricchi di fibre. Anche se sembra semplice la maggior parte dei pazienti 

presenta difficoltà di mantenimento a lungo termine. Tuttavia, l'esercizio fisico è una strategia 

importante per la prevenzione dell'obesità, in quanto garantisce la perdita di peso e aumenta, 

attraverso esercizi di resistenza, la massa corporea magra (Hills et al., 2011). Un ulteriore 

trattamento per l'anti-obesità è l’analisi dello stato cognitivo-comportamentale del paziente, allo 

scopo di controllare lo stimolo alimentare, quando viene innescata l'assunzione precoce di cibo, 
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nonché di valutare e regolare le motivazioni del paziente e le cause alla base di tale disordine 

metabolico (Eichen et al., 2017). Sebbene negli ultimi dieci anni, la ricerca abbia cercato di creare 

farmaci sofisticati in grado di contrastare l’eccesso di grasso, riducendo al minimo gli effetti 

collaterali soprattutto nei soggetti cardiopatici e diabetici, intervenendo anche chirurgicamente 

nelle situazioni ad alto rischio di mortalità, la quasi totalità di queste molecole non è stata approvata 

dalla Food and Drug Administration (FDA) ed è ancora in fase di sperimentazione. La conseguenza 

più grande, tuttavia, è l'impatto che la mancanza di opzioni di trattamento sta provocando sul 

popolo americano e sulla popolazione mondiale. Più di un terzo degli adulti americani è obeso e 

vulnerabile alle devastanti conseguenze dell'obesità, e il numero crescente è gravemente colpito e 

senza opzioni di trattamento. Il recente ritiro dei farmaci dal mercato, così come la limitata efficacia 

e i numerosi effetti negativi, costituiscono una serie di motivi che starebbero rallentando lo 

sviluppo di nuovi farmaci per il trattamento dell'obesità. Emerge quindi la necessità di nuove 

terapie per monitorare la progressione dell'epidemia di obesità (Barber et al., 2010; Santini and 

Novellino, 2017) e tra queste nuove possibilità, i prodotti naturali occupano un'area di ricerca attiva 

in grado di promuovere la perdita di peso senza danneggiare la salute umana già di per sè 

compromessa.  

 

I.6 Nuovi approcci terapeutici nella cura dell’obesità: le sostanze naturali 

Molti prodotti naturali mostrano una migliore attività contro l'obesità quando sono associati ad una 

dieta equilibrata e all’utilizzo di farmaci allopatici. Difatti, l'effetto combinato tra farmaci a base 

di erbe e prodotti naturali sta aumentando la propria offerta sul mercato, grazie ad una minore 

tossicità, oltre a una maggiore applicabilità per i futuri farmaci contro l'obesità. Diversi prodotti 

naturali hanno un'attività ipolipemizzante, in grado di riequilibrare l’assetto lipidico, osservabile 

sia nei prodotti derivati da piante che di origine animale. Al fine di ridurre il rischio di morbilità e 

mortalità, uno degli effetti principali che è stato studiato nei prodotti naturali, è l'effetto 

termogenico di diversi composti naturali potenziali come la caffeina, l’efedrina, l’efedra, la 

capsaicina e le catechine presenti nel tè verde che, nel caso di quest'ultimo potrebbe risultare 

efficace contro l'obesità attraverso il controllo dei livelli della leptina e della grelina 

(Haghighatdoost et al., 2018) mentre la capsaicina potrebbero migliorare le condizioni di obesità 

attraverso alti livelli di IL-1 e IL-6 (Marics et al., 2017) oppure mediante una down-regulation dei 

siti glutammatergici (Huang et al., 2017).   
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La termogenesi è l'energia generata sotto forma di calore nel tessuto vivente, valutata come la 

somma totale del calore generato in uno stato di riposo, di digiuno (12 ore) e a temperatura 

ambiente (Kumahara et al., 2011) e direttamente proporzionale al tasso di metabolismo basale 

(Granata and Brandon, 2002). Per ottenere un risultato termogenico attraverso la dieta, sono stati 

condotti studi con prodotti naturali commestibili che hanno tale effetto. Alcuni di questi sono 

considerati molto importanti: l'aceto rosso, lo zenzero, gli spinaci, il broccolo, l'arancio, la caffeina, 

olio di lino, i grassi vegetali, l'olio di cocco e prodotti del cacao che hanno la capacità di aumentare 

la temperatura corporea accelerando il metabolismo e conseguentemente bruciare il grasso. Oltre 

all'effetto termogenico, numerosi studi mostrano che un'ampia varietà di piante e di altri prodotti 

derivati da animali come la Garcina cambogia Roxb., Camellia sinensis (L.) Kuntze - Tè verde, 

Panax ginseng, Phaseolus vulgaris L., Caralluma fimbriata Muro, Citrus aurantium L., Ephedra 

sínica Stapf., Fucus vesiculosos L., Rhamnus purshiana, Chitosan, Orlistat, capsaicina hanno 

un'attività positiva sull'effetto ipolipidemico (de Figueiredo et al., 2015). Tuttavia, un nuovo 

paradigma nel trattamento dell'obesità è l’elevata ingestione di alimenti derivati dalle piante, a 

causa della loro quantità di vitamine, proteine, minerali e composti bioattivi, essenziali per il 

mantenimento della salute. I diversi composti naturali, inoltre, si sono mostrati efficaci non solo 

nella termogenesi ma anche nella differenziazione degli adipociti. Numerosi studi epidemiologici, 

clinici e sperimentali hanno suggerito che il consumo di una dieta ricca di antiossidanti è importante 

per mantenere la salute umana e ridurre il rischio di malattie croniche (Dal Negro and Visconti, 

2016; Ahmet et al., 2017). I composti fenolici che troviamo nella frutta e nella verdura potrebbero 

essere efficaci per prevenire diverse malattie neurodegenerative come l’AD e per correggere 

l’indice lipemico, attraverso l'abbassamento del colesterolo e dei TRIG (Angeloni et al., 2017). 

L'epigallocatechina gallato è un importante polifenolo presente nel tè verde che regola vari enzimi 

coinvolti nel catabolismo lipidico e nell'anabolismo, come ad esempio l'acetil-CoA-carbossilasi, 

l’acido grasso sintetasi, la lipasi pancreatica, la lipoproteina gastrica, la lipoossigenasi lipoproteina, 

proteggendo le cellule dai danni provocati dai radicali liberi e favorendo una corretta ossidazione 

dei lipidi. Gli studi sull'uomo mostrano, inoltre, che il consumo di tè verde aumenta del 4% le spese 

energetiche per la termogenesi probabilmente attraverso una distinta azione della caffeina e delle 

catechine (Türközu and Tek, 2017). Anche la Garcina cambogia una pianta esotica originaria 

dell’Asia sudorientale (India e Indonesia) e dell’Africa centrale, grazie al suo costituente principale 

l’acido idrossicitrico è in grado di accelerare la termogenesi e ridurre il grasso corporeo (Hayamizu 

et al., 2003). Essa promuove l'ossidazione degli acidi grassi, aumentando il rilascio della serotonina 
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(5-HT2A) e diminuendo la concentrazione di leptina nel siero umano (de Figueiredo et al., 2015).  

L’acido idrossicitrico, inoltre, ha anche un effetto anoressigenico, causando una ridotta assunzione 

di cibo (Dornas et al., 2009). Similmente anche le antocianine presenti nei frutti rossi e blu oltre ad 

avere una potente azione antiossidante, somministrate insieme a diete ipercaloriche riducono 

significativamente l’accumulo di grasso nei topi, contrastando l’insorgenza di patologie 

metaboliche associate a disturbi cardiovascolari (Mykkänen et al., 2014). Negli ultimi decenni, 

anche gli isoflavoni di soia hanno ricevuto un'attenzione rilevante a seguito del cosiddetto 

“fenomeno giapponese” legato ad una minore incidenza di malattie croniche specifiche nei 

giapponesi rispetto alla popolazione occidentale dovuta ad una maggiore assunzione di cibi di soia 

dalla vita precoce (Watanabe et al., 2002; Korde et al., 2004; Korde et al., 2009). Essi fanno parte 

dei fitoestrogeni, un gruppo di sostanze vegetali biologicamente attive con una struttura chimica 

simile a quella dell’estradiolo, un estrogeno endogeno coinvolto sia nello sviluppo cerebrale che 

nel mantenimento della normale funzionalità cerebrale in età adulta. Gli isoflavonoidi più numerosi 

sono principalmente prodotti dalle piante leguminose, come la soia e il trifoglio rosso, che hanno 

azioni estrogeniche o anti-estrogeniche. L'uso di queste sostanze naturali è ampiamente diffuso, 

non solo nel campo della medicina come terapia ormonale sostitutiva nelle donne, ma anche come 

utilizzo di integratori alimentari utili e sufficienti a soddisfare le necessità quotidiane nutrizionali. 

I fitoestrogeni della soia sono spesso utilizzati anche per la loro facilità di coltivazione e per il loro 

basso costo. Recentemente, in molti paesi asiatici, tra cui il Giappone, una grande quantità di soia 

e i prodotti derivanti dalla sua trasformazione vengono consumati per lo svezzamento alimentare e 

il foraggio animale in quanto buone fonti di proteine. Molte evidenze hanno sottolineato, inoltre, il 

loro ruolo benefico nella prevenzione di alcune patologie grazie agli effetti positivi 

sull’abbassamento del colesterolo e dei TRIG ematici, sulla diminuzione dell’adiposità e sul 

controllo dell’insulino-resistenza (Cavallini et al., 2016; Simental-Mendia et al., 2017). Altri studi 

hanno evidenziato come una dieta sostitutiva a base di fitoestrogeni conduca ad un miglioramento 

del metabolismo del glucosio e ad una significativa riduzione della resistenza all'insulina sia in 

donne in menopausa e post-menopausa che in modelli sperimentali affetti da gravi disordini 

alimentari (Bhathena and Velasquez, 2002, Cederroth and Nef, 2009, Jungbauer and Medjakovic, 

2014). Queste indicazioni hanno fortemente messo in evidenzia che le azioni neuroprotettive 

encefaliche da parte degli isoflavonoidi (in cui il DZ e la genisteina sono maggiormente presenti 

nel cibo) vengono attuate attraverso i recettori degli estrogeni (ERS) influenzando non solo il 
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comportamento emotivo ma soprattutto i processi di differenziazione del cervello durante i periodi 

peri- e post-natale (Yu et al., 2013; Liu et al., 2016; Park and Ko, 2016). 

 

I.6.1 Daidzein  

Tra le varie classi di isoflavoni (xenoestrogeni naturali), che includono genisteina, gliciteina, 

biocanina A, formononetina ed altri, il mio interesse è stato rivolto al DZ (7,4'-diidrosiisoflavone), 

un composto fitochimico, appartenente alla classe dei polifenoli come fitoestrogeno, poiché mostra 

un’elevata attività estrogenica (E). Questo isoflavone si trova prevalentmente nel trifoglio rosso, 

nell'alfa alfa, nella soia e alcuni tipi di legumi oltre che nella Pueraria tuberosa, una pianta 

rampicante utilizzata come agente medicinale vitale ad azione neuroprotettiva e antietà. Questo 

fitoestrogeno mostra ampie attività biologiche, agisce come antiossidante, cardioprotettivo (Kim 

et al., 2009), antinfiammatorio (Chan, 2001) ed è in grado di proteggere contro importanti forme 

tumorali come il cancro alla prostata e i tumori intestinali. L’interesse nei confronti di questa 

sostanza naturale e l’utilizzo della stessa per il trattamento di disturbi che interessano il SN, è 

aumentato da quando è stata constatata la somiglianza strutturale e funzionale dei fitoestrogeni, 

compreso il DZ, con gli estrogeni umani, in particolare con l’estradiolo. Strutturalmente condivide 

un anello di benzene collegato ad un cromone o ad un 4 cromanone. Mentre nella maggior parte 

dei flavonoidi l’anello B si lega all’anello C attraverso il carbonio 2, negli isoflavoni questo legame 

avviene attraverso il carbonio 3. Tuttavia, una caratteristica significativa della struttura chimica del 

DZ è la presenza di un anello fenolico, che permette il legame al recettore per gli estrogeni e che 

gli conferisce proprietà pseudormonali (Ahmed et al., 2017; Fig.I.8).  

 
Fig.I.8  Rappresentazione strutturale del DZ. 
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I benefici spesso ascritti alla soia e ai cibi a base di quest’ultima si ritiene derivino dalla capacità 

degli isoflavoni presenti di agire come fitoestrogeni. In tali alimenti sono presenti in quattro forme: 

O-glicoside, daidzin (7-O- glucoside), 6’’-O-acetildaidzein, 6’’-O-malonildaidzin,  anche se la 

forma bioattiva è rappresentata dall’isoflavone privo dello zucchero, ovvero l’aglicone. 

Pertanto, gli isoflavoni naturali della soia devono essere attivati, tramite l’idrolisi del gruppo 

glucosidico (ovvero la separazione del gruppo glucosidico), per acquisire la loro funzionalità 

biologica. Difatti, dopo il consumo della soia, l’isoflavone O-glicoside viene idrolizzato a daidzein 

il quale a sua volta viene ulteriormente metabolizzato attraverso i processi di demetilazione e 

riduzione da parte di batteri intestinali sotto forma dei seguenti metaboliti: O-desmetilangolensina 

(O-DMA,2',4',4 "trihydroxy-α-metildeoxybenzoin), dihydrodaidzein (4',7-dihydroxyisoflavanone) 

e cis-4-OH-equol (4',7-dihydroxyisoflavan-4-ol). Gli isoflavoni agliconi vengono assorbiti per 

diffusione passiva nell'intestino tenue, raggiungendo il loro livello più elevato nel sangue un'ora 

dopo l'ingestione manifestando anche un'elevata capacità di attraversare la placenta. Inoltre, la sua 

concentrazione può essere determinata nel latte materno (Jochum et al., 2017). Successivamente, 

questi composti vengono trasportati dal sangue al fegato, dove il sistema enzimatico microsomiale 

è responsabile della formazione di metaboliti più idrofilici che vengono eliminati con l’urina.  

Uno dei principali metaboliti del DZ è l’equolo, un composto diidrossifenolico che presenta 

caratteristiche simili all'estradiolo e ha una maggiore attività estrogenica rispetto al DZ. L'equolo 

si forma dopo idrolisi intestinale dell’isoflavone e successiva biotrasformazione da parte della flora 

batterica del colon, non si tratta quindi di una molecola di origine vegetale perché è prodotta 

esclusivamente dal metabolismo batterico intestinale (Atkinson et al., 2005; Mathey et al., 2006). 

La trasformazione della molecola in questo metabolita è legata al tipo di microflora, al tempo di 

transito intestinale e al pH, tutti fattori che possono essere influenzati da farmaci assunti, da 

interventi chirurgici, dalla dieta o da malattie intestinali. Il fatto che non tutti gli individui siano in 

grado di produrre equolo nelle stesse quantità spiega la variabilità che si osserva nei dati ottenuti, 

in studi clinici, sui benefici della soia (Setchell et al., 2002). Soprattutto nei roditori tale metabolita 

viene prodotto in grande quantità (70-90% di tutti gli isoflavoni circolanti) e, contrariamente 

all’uomo, in maniera indipendente dal sesso (Soukup et al., 2016). Di conseguenza, quando questi 

animali vengono alimentati con una dieta ricca di soia, la mimica estrogenica può avere delle 

profonde influenze sui parametri comportamentali e neuroendocrini (Patisaul et al., 2012). 

Nell’uomo, invece, la concentrazione dell’equolo è relativamente bassa in quanto solo il 30% degli 

esseri umani consumano alimenti che contengono soia (Setchell et al., 2002). Dati ulteriormente 
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confermati da studi su popolazioni di paesi occidentali nei quali è stato rilevato che solo il 25-30% 

della popolazione adulta produce equolo dopo aver mangiato alimenti a base di soia contenenti 

isoflavoni, risultati significativamente inferiori rispetto a quelli riportati (50-60%) negli adulti dei 

paesi asiatici o nei vegetariani occidentali. Tuttavia, la somministrazione di equolo e di altri 

isoflavoni modula l’attività cerebrale riducendo l’incidenza di patologie neurodegenerative come 

AD, influendo positivamente sulla cognizione delle donne in postmenopausa (Goodman-Gruen 

and Kritz-Silverstein, 2003) e negli uomini (File et al., 2001) e riducendo i sintomi depressivi 

(Blake et al., 2011). 

 

I.6.1.1 Recettori dei fitoestrogeni e il loro meccanismo d’azione 

Gli isoflavoni, essendo anologhi al 17β estradiolo, mediano i loro effetti biologici attraverso il 

legame con i ERs per il quale esistono due tipi di recettori nucleari: ERα ed ERβ. Queste due 

isoforme sono codificate da geni diversi: uno localizzato sul cromosoma 6 codifica per ERα e 

l’altro localizzato sul cromosoma 14 codifica per ERβ. Entrambi condividono le caratteristiche 

strutturali tipiche dei recettori appartenenti alla superfamiglia dei recettori nucleari (Farzaneh and 

Zarghi, 2016). Come tutti i recettori nucleari possiedono: 

- Dominio N-terminale conosciuto anche come A/B domain che conferisce immunogenicità e 

modula la trascrizione in maniera specifica al tessuto e al gene attraverso la cosiddetta Activation 

Function-1 (AF-1); 

- DNA Binding Domain ovvero un dominio di legame al DNA, altamente conservato, costituito 

da due strutture zinc finger funzionalmente distinte, attraverso le quali il recettore interagisce 

fisicamente con l'elica del DNA; 

- Ligand Binding Domain, il dominio E di legame con il ligando caratterizzato al suo interno da 

un dominio AF-2 coinvolto nella trascrizione ligando-dipendente; 

- Dominio D conosciuto anche come regione cerniera in quanto collega il dominio C al dominio 

E; 

- Dominio F o dominio C-terminale del recettore. 

 

I recettori nucleari agiscono come regolatori positivi o negativi dell’espressione genica. Difatti, in 

seguito all’attivazione, e quindi al legame con il proprio ligando, vanno incontro ad una 
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modificazione conformazionale strutturale che provoca la dissociazione delle Heat Shock Protein, 

la dimerizzazione del recettore e la successiva traslocazione dal citosol al nucleo. In particolare, la 

trascrizione dei geni viene regolata attraverso il legame del recettore a specifiche sequenze di DNA 

presenti all'interno dei geni bersaglio, sequenze che vengono chiamate elementi di risposta agli 

estrogeni (ERE). L’attività trascrizionale dei due ER dipende dalla loro capacità di reclutare 

coattivatori o corepressori, che regolano in maniera contrapposta l’assemblaggio del complesso di 

pre-trascrizione. Tuttavia, è stato dimostrato che circa 1/3 dei geni nell’uomo, regolati da ER, non 

contengono gli elementi ERE (O’Lone et al., 2004) e ciò porterebbe ad ipotizzare la presenza di un 

meccanismo alternativo alla base di tale processo. Un altro dato importante è che in alcuni casi gli 

estrogeni possono indurre delle risposte cellulari rapide, che non hanno il tempo di poter essere 

mediate da proteine trascritte e sintetizzate ex novo, in seguito al legame con i recettori 

intracellulari. L’azione rapida detta anche “non genomica” viene esplicata attraverso il legame a 

recettori localizzati a livello della membrana plasmatica come ad esempio i recettori steroidei, le 

proteine di membrana che possiedono un dominio di legame per gli steroidi e i recettori accoppiati 

alle proteine G. È stato dimostrato, inoltre, che il 5-10% dei ERα non solo sono presenti a livello 

della membrana plasmatica ma sono direttamente responsabili della risposta rapida (Pedram et al., 

2006; Canonaco et al., 2008). Questi effetti rapidi a loro volta possono interferire e modulare quelli 

indotti da recettori intracellulari e quindi “genomici”, coinvolgendo sia segnali intermedi che 

presenti a valle della cascata di trasduzione del segnale. Alcuni studi hanno evidenziato che i 

recettori di membrana possiedono dei domini in grado di legare delle proteine denominate 

caveoline, localizzate a livello delle invaginazioni della membrana plasmatica, che interagendo con 

le molecole della via di trasduzione del segnale, ne innescano l’attivazione. Il fatto che le molecole 

di segnalazione vengono riunite all’interno di uno spazio limitato consente, una volta legato il 

recettore, di modulare diverse risposte cellulari. 

Il DZ come la genisteina sono in grado di modulare il pathway delle tirosine chinasi, del 

fosfoinositil 3-chinasi (PI3 chinasi), la proteina chinasi C (PKC) e le proteine chinasi attivate da 

mitogeno (MAP chinasi; Fig.I.9). L’insieme delle molecole coinvolte in queste vie di segnalazione 

modulano l’attività di fattori di trascrizione diversi, come il nuclear factor kappa-light-chain-

enhancer of activated B cells (NFkB) o il CREB, innescando una vasta gamma di risposte cellulari 

come la proliferazione cellulare, l’apoptosi, la sintesi di fattori di crescita come le neurotrofine e la 

produzione di molecole infiammatorie come l’ossido nitrico sintasi (NOS), le citochine e le 

cicloossigenasi 2 (COX-2). Nel momento in cui gli isoflavonoidi legano direttamente le proteine 
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chinasi all’interno di queste cascate, ne modulano lo stato di fosforilazione interferendo e 

modificando la loro attività e l’evoluzione del percorso di segnalazione. 

 

 
 

Fig.I.9  Principali vie di segnalazione che mediano gli effetti neurotrofici di vari polifenoli. 
 

 

L’iperattività o un’alterazione all’interno di queste vie è causa della patogenesi di malattie 

infiammatorie, cardiovascolari, neurodegenerative e nelle neoplasie (Spencer et al., 2012). 

Di notevole curiosità è l’elevata affinità ai siti estrogenici che risulta essere maggiore rispetto agli 

altri isoflavoni (Chandsawangbhuwana and Baker, 2014; Lu et al., 2014) e tale proprietà 

suggerisce, ulteriormente una vasta partecipazione ai meccansimi neuro molecolari in cui sono 

responsabili entrambi i recettori estrogenici. Gli isoflavoni presentano un’affinità di legame per 

ERβ significativamente superiore rispetto a quella di ERα. In particolare, il DZ possiede un'attività 

estrogenica debole rispetto a quella del 17β estradiolo e si lega, soprattutto, all’isoforma ERβ 

(Setchell et al., 2005). L'esposizione cronica agli isoflavoni dietetici, inoltre, può modificare 

l'espressione di ER nei tessuti riproduttivi tra cui le ovaie. Difatti, studi recenti hanno mostrato 

come il trattamento dietetico con il DZ diminuisce l'espressione del mRNA di entrambe le isoforme 

recettoriali ERα e ERβ nelle ovaie del topo (Kaludjerovic et al., 2012) e solo l’espressione di 

mRNA di ERβ nell' HTH del porcino. 
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I.6.2 Effetti del DZ nel SNC 

Il DZ, grazie alla sua struttura fitoestrogenica, è in grado influenzare vari meccanismi di 

regolazione neurobiologica come il comportamento, la cognizione, la crescita, lo sviluppo e la 

riproduzione (Yu et al., 2010; Loutchanwood et al., 2014; Gleason et al., 2015). È stato 

recentemente dimostrato che questo isoflavone agisce direttamente contro varie condizioni 

neuropatologiche principalmente per la sua interazione con il sistema cerebrovascolare. Difatti, il 

DZ rispetto ad altre sostanze naturali può penetrare rapidamente nel cervello attraverso la barriera 

ematoencefalica (BBB), ed è facilmente rilevabile in alcune aree cerebrali come l’HIP, la corteccia, 

l'HTH, lo striato, il tronco encefalico ed il cervelletto (Zhang et al., 2016) nella prima ora di 

somministrazione (Xiao et al., 2016). Esso, insieme ad altri polifenoli avendo azione estrogenica 

ed antiestrogenica (Turner et al., 2007) è in grado di aumentare la sopravvivenza neuronale e 

promuovere la crescita e la neuroplasticità (Sharma et al., 2015) aumentando l'espressione di alcuni 

enzimi chiave dei recettori neuronali come la colina acetiltransferasi e delle neurotrofine nella 

corteccia frontale e nell'HIP (Heo et al., 2006), esplicano azioni pro-differenziazione neuronale al 

punto che sono stati avanzati ruoli neuroprotettivi di questo isoflavone (Moosavi et al., 2016). 

L’esposizione al DZ a basse concentrazioni (0,1-10 µM) inibisce gli effetti pro-apoptotici e 

neurotossici causati dal trattamento con il glutammato in tessuti HIP e neocorticali (Yamada et al., 

2016; Liu et al., 2017). Si è scoperto, infatti, che i fitoestrogeni possono esercitare i loro effetti 

attraverso un nuovo recettore extracellulare accoppiato alle proteine G 30 (GPR30) e al ERβ 

(Asokan et al., 2017). Simili effetti neuroprotettivi, sono stati riscontrati sempre in vitro su cellule 

neuronali PC12, nelle quali la presenza del DZ ha ostacolato l'aggregazione di Aβ e la citotossicità 

indotta da Aβ, confermando l’ipotesi che i flavonoidi possono servire come potenziali candidati 

per il trattamento della malattia dell’AD (Bakhtiari et al., 2017). Gli effetti neuroprotettivi del DZ 

sono stati valutati anche in vivo su alcuni modelli sperimentali importanti come l'occlusione 

dell'arteria cerebrale media (MCAO), in cui topi alimentati con una dieta ricca di soia (con DZ e i 

suoi metaboliti) hanno mostrato una significativa riduzione del danno ischemico, un miglioramento 

dello stato neurologico complessivo e un ridotto stress anti-ossidativo (Burguete et al., 2006; Ma 

et al., 2010) suggerendo che il DZ può garantire applicazione terapeutiche contro l'ischemia 

cerebrale.  

Discordante è invece il ruolo del DZ in relazione allo stato comportamentale e cognitivo 

come indicato da ratti alimentati con una dieta a base di genisteina e DZ, hanno esibito azioni 
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ansiogeniche e iperattive sia durante le interazioni sociali sia se sottoposti a test ansiometrici come 

l’EPM. Al contrario, uno studio condotto su topi ovariectomizzati, ha mostrato un effetto positivo 

dell'isoflavone di soia sulla funzione mnesica inizialmente compromessa a seguito di tale 

operazione (Neese et al., 2014; Khodamoradi et al., 2016). L'ovariectomia ha indotto, negli animali, 

un calo di apprendimento e una ridotta memoria spaziale nel test mnemonico del labirinto ad acqua 

di Morris, avendo impiegato più tempo a orientarsi rispetto ai controlli. Tuttavia, la 

somministrazione a lungo temine di una dieta a base di isoflavoni di soia nei topi ha inibito tale 

effetto, migliorando significativamente la loro abilità cognitiva. In maniera simile anche 

l’esposizione del DZ nel periodo perinatale su topi maschi adulti ha influito negativamente sul loro 

comportamento sociale e sull'ansia mostrando livelli significativi di aggressività e ridotta attività 

esplorativa, mentre dal punto di vista mnemonico l’isoflavone ha portato ad una migliore abilità 

cognitiva e di apprendimento spaziale oltre a miglioramenti nelle interazioni sociali (Zeng et al., 

2010). È stato, inoltre, rilevato un notevole incremento dei livelli di espressione centrale di ERα 

(Yu et al., 2013) suggerendo come i complicati effetti biologici, probabilmente sono mediati 

attraverso i recettori ormonali. Negli ultimi anni l’attenzione degli studiosi si è focalizzata sul ruolo 

degli isoflavoni nella prevenzione e nella cura dei disordini metabolici. È stato interessante notare 

come la somministrazione di DZ con la dieta diminuisca l'assunzione di cibo nelle femmine di 

ratto, sviluppando anoressia attraverso la soppressione dei livelli di mRNA del NPY e della 

galanina (un neuropeptide con funzioni specifiche sconosciute) e l’aumento dei livelli mRNA della 

CRH nell' HTH (Fujitani et al., 2015). Un altro studio condotto su topi obesi alimentati con HFD 

ha mostrato come la somministrazione di una miscela di isoflavoni, quali il DZ e la glicitina, abbia 

influito positivamente sulla salute dei modelli sperimentali portando ad una significativa riduzione 

del loro peso corporeo e del tessuto adiposo (Crespillo et al., 2011). Similmente il DZ insieme alla 

puerarina, estratti da Pueraria lobata, ha effetti inibitori anche sull’assunzione volontaria di alcool 

quando somministrati per via orale, aumentando la possibilità che altri costituenti di piante 

commestibili possano esercitare azioni simili e più potenti. Uno degli effetti sicuramente più 

riconosciuto alle sostanze naturali è quello antiossidante capace di bilanciare gli effetti dannosi dei 

processi di ossidazione che avvengono nell'organismo. A tal proposito, è stato preso in 

considerazione se il consumo a lungo termine di fitoestrogeni alimentari antiossidanti come la 

genisteina e il DZ potesse ridurre il rischio di glioma nell’adulto. In questo caso è stato osservato 

un effetto inibitorio da parte degli isoflavoni sull'ossidazione della lipoproteina a bassa densità. Di 

conseguenza l'interazione tra il DZ ed ERβ ha portato ad una diminuzione dell'espressione di iNOS 
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e COX-2, entrambi i quali manifestano ruoli pro-infiammatori (Mizutani et al., 2000; Ma et al., 

2010). Recentemente l'attenzione dei ricercatori è stata rivolta al ruolo anti-tumorale di questo 

isoflavone. Da alcune indagini è emerso che DZ è in grado di esercitare un tale ruolo sul carcinoma 

prostatico probabilmente mediante l'arresto delle cellule nella fase G2/M e/o attraverso la riduzione 

della ciclina B1 e CDK1 che sono responsabili per l'avanzamento del ciclo tumorale (Lu et al., 

2016). Sebbene questi siano i primi tentativi per analizzare un ruolo altamente importante, dai primi 

risultati, oltre a fornire ulteriori ed interessanti indicazioni relative ai meccanismi molecolari, si 

può cominciare a proporre il DZ ed i suoi analoghi come terapia alternativa per curare le malattie 

tumorali. 
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A livello dei complessi molecolari encefalici, precedenti ricerche avevano evidenziato una stretta 

interazione degli isoflavoni con alcuni sistemi neuronali ponendo l’accento su un possibile legame 

tra i fitoestrogeni e la regolazione d'azione dei processi di neurotrasmissione. È ormai noto che gli 

isoflavonoidi sono in grado di controllare le azioni estrogeniche benefiche attraverso i loro legami 

con i siti ERα/β e poiché i derivati fitoestrogenici trovano sempre più spazi negli alimenti dei 

bambini sarebbe importante capire il tipo di meccansimo d’azione esplicato da tale interazione 

(Ponti et al., 2017). Infatti, i risultati di questi lavori hanno rilevato delle azioni favorevoli in quanto 

la somministrazione della genisteina, durante le prime fasi di sviluppo hanno migliorato la 

produzione dell'ossido nitrico sintetasi e delle fibre vasopressinergiche responsabili di diverse 

condizioni omeostatiche.  Il suo ruolo specifico su siti neurorecettoriali encefalici non dovrebbe 

sorprenderci in quanto sia la genisteina che il DZ hanno fornito indicazioni confortanti relative alla 

loro capacità di bloccare il flusso di Na+ attraverso i siti glutammatergici voltaggio-sensitivi (Ma 

et al., 2016). In tal contesto gli isoflavonoidi stanno cominciando ad attrarre sempre di più 

attenzione attraverso la loro inclusione nei protocolli di trattamento dei dolori viscerali legati alle 

interferenze midollari o ai fenomeni ischemici, allievando tali disturbi probabilmente mediante la 

partecipazione di specifici recettori glutammatergici quale NR2B (Zhang et al., 2011; Luo et al., 

2014). Attualmente si è cercato di valutare l'applicazione terapeutica del DZ attraverso una sua 

interazione con dei sistemi neurorecettoriali mirati al miglioramento dei disordini metabolici ed in 

questa categoria la NT per la sua ampia distribuzione encefalica e nei tessuti periferici oltre a 

svolgere un doppio ruolo di neurotrasmettitore o neuromodulatore si propone come una delle più 

promettenti vie neuronali.       

 

II.1 Il sistema NTergico 

Questo sistema neuronale è in grado di regolare una vasta gamma di attività biologiche quali 

l’appetito, la nocicezione, la termoregolazione, la secrezione degli ormoni ipofisari e la motilità 

intestinale. L'identificazione di una sua forte interazione tra NT e il sistema DAergico (Tyler-

McMahon et al., 2000) ha indicato NT come un neurolettico endogeno coinvolto in varie malattie 

cerebrali come Huntington, PD e la schizofrenia. A livello periferico, invece, la NT è un modulatore 

paracrino ed endocrino del tratto digerente e del sistema cardiovascolare dei mammiferi in grado 

di regolare l’assunzione dei nutrienti, la motilità e la secrezione (Kalafatakis and Triantafyllou, 

2011) oltre ad essere un importante fattore di crescita su una varietà di cellule normali o tumorali. 



Capitolo II 

53 
 

La NT viene sintetizzata da un precursore di maggiori dimensioni che contiene anche la 

neuromedina (NN), un peptide simile alla NT di 6 aa (St-Gelais et al., 2006). NT e NN si trovano 

nel dominio C-terminale del precursore (pro-NT/NN; Fig.II.1), dove sono affiancati e separate da 

tre sequenze Lys-Arg mentre una quarta sequenza dibasica che precede una sequenza simile a NN 

è presente nel dominio N-terminale. Sia la NT che la NN vengono rilasciate a seguito della 

depolarizzazione dei tessuti cerebrali mentre le forme intestinali vengono immesse in circolo dopo 

l’assunzione di cibo. Il processamento di tale precursore risulta essere mediato dai membri della 

famiglia dei pro-ormoni convertasi (PC; St-Gelais et al., 2006). 

 
 

Fig.II.1  Rappresentazione del precursore NT/NN. 
 

 

Tra di essi, il principale pro-ormone convertasi (PC) coinvolto è il PC2 a causa della maggiore 

espressione in tutte le regioni immunoreattive per la NT (Villeneuve et al., 2002). Sebbene 

l’espressione di PC1 e PC5A nel cervello sia più limitata, questi enzimi endoproteolitici hanno, 

comunque, la capacità di processare il precursore NT/NN e possono contribuire alla sintesi di 

entrambi i neuropeptidi presenti in diverse aree cerebrali. A seguito dell’attivazione del peptide, la 

NT viene immagazzinata all’interno di vescicole nucleari e successivamente rilasciata tramite un 

meccanismo calcio-dipendente. La trasmissione della NT termina con il taglio, da parte di una 

endopeptidasi, della porzione carbossiterminale (C-terminale) esapeptidica che è responsabile 

dell’attività biologica del peptide. Tra le metallopeptidasi che contribuiscono all’inattivazione 

fisiologica della NT troviamo l’endopeptidasi neutrale, 24.11 (EC3.4.24.11), l’enzima di 

conversione dell’angiotensina, l’endopeptidasi 24.15 (EC3 4. 24.15) e l’endopeptidasi 24.16 

(EC3.4.24.16; St-Gelais et al., 2006).  
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II.1.1 Recettori per la NT 

La maggior parte degli effetti biologici della NT derivano dall'interazione tra il peptide ed i diversi 

sottotipi recettoriali presenti sulla superficie cellulare. Attualmente esistono tre recettori specifici 

per NT nel SNC: NTR1 e NTR2 che appartengono alla famiglia dei recettori accoppiati alle 

proteine G di classe A con un'omologia condivisa del 60%, e NTR3 un membro della famiglia 

sortilina costituito da un singolo dominio transmembrana situato in vescicole intracellulari di 

neuroni e glia che sembra coinvolto nell'inattivazione della NT, nella selezione delle cellule e nel 

trofismo delle cellule tumorali (Navarro et al., 2001; White et al., 2012). Recentemente, accanto a 

questi recettori ben caratterizzati, è stata proposta la quarta proteina intracellulare relativa ai 

recettori di selezione dei lieviti identificato come NTR4/ SorLA (Jacobsen et al., 2001), che è 

espressa solo nei neuroni e probabilmente coinvolta nello sviluppo neurale stimolando la 

proliferazione e la crescita del neurite (Antonelli et al., 2007). Tutti e quattro i recettori condividono 

la caratteristica di riconoscere il frammento C-terminale di 8-13 aa e mostrano relazioni strutturali 

e funzionali simili alla NT (Tyler-McMahon et al., 2000; Fig.II.2).  

 
Fig.II.2  Rappresentazione di NTR1. 

 

Tuttavia, la maggior parte degli effetti farmacologici e fisiologici di NT sono mediati attraverso 

NTR1 che agisce preferenzialmente attraverso la proteina Gq (Dobner, 2005; Zhang et al., 2016; 

Fig.2). Le prime indicazioni sull'esistenza di sottotipi del recettore NTergico hanno mostrato la 
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presenza di due differenti classi di siti di legame per NT in tessuti cerebrali o gastrointestinali. I 

siti ad alta affinità (Kd ~0.1-0.3 nM) sono sensibili agli ioni (Na+) e guanosina trifosfato (GTP), e 

riducono l'affinità del recettore per NT, mentre i siti a bassa affinità (Kd  3-5 nM) sono meno 

sensibili agli ioni Na+ e insensibili a GTP. La prima identificazione molecolare di un recettore NT 

è stata ottenuta da Nakanishi e colleghi isolando un singolo clone di acido deossiribonucleico 

complementare (cDNA) di 3633 nucleotidi. Quest’ultimo è largamente espresso nelle cellule di 

Mammifero legando selettivamente NT con alta affinità (Kd ~0.2 nM) ed è insensibile a 

levocabastina, un potente anatagonista del recettore istamina H1 in grado di bloccare 

selettivamente il legame della NT con i siti a bassa affinità senza modificare le proprietà di legame 

dei siti ad alta affinità. Il NTR1 umano è stato clonato per la prima volta dalle linee cellulari HT29 

di adenocarcinoma del colon (Haase et al., 2006) e risulta essere costituito da una proteina di 418 

aa che presenta un’omologia di sequenza dell’84% con il NTR1 di ratto. Quest’ultimo, inoltre, è 

stato localizzato sul braccio lungo del cromosoma 20 (20q13) e contiene tre introni situati nella 

regione codificante. La presenza di un polimorfismo ripetuto di 4 nucleotidi, localizzato 3 kb dal 

gene del recettore, risulta essere di particolare importanza perché potrebbe costituire un marker per 

lo studio della relazione tra il gene NTR1 e i disordini psichiatrici (Patel et al., 2016). Negli ultimi 

anni, test di mutagenesi e di modellazione molecolare condotti sul NTR1 del ratto hanno fornito 

risultati interessanti sul processo di internalizzazione del recettore e sull’identificazione di siti e 

residui amminoacidici specifici coinvolti nel legame di NT e del suo antagonista SR48692. Difatti 

è emerso che il sito di legame dell’antagonista si trova in una tasca delimitata da due residui che 

appartengono ai domini transmembrana 6 e 7 (TM6 e TM7). All’interno di tali domini l’Arg327 e 

la Tyr351 sono cruciali per il legame di SR48692. Tuttavia l’Arg327 è coinvolta anche nel legame 

della NT insieme alla Tyr347 localizzata nel terzo loop extracellulare. Sulla base di tali risultati, 

studi di modellamento delle proteine hanno consentito di capire che il terzo loop extracellulare che 

collega TM6 e 7 interagisce con la NT (Pelaprat, 2006). Visto che parte del sito di legame NT 

sembra stare in cima alla tasca di legame di SR48692 in una regione delimitata dal terzo loop 

extracellulare e dai domini TM 6 e 7, questo potrebbe spiegare la natura competitiva di SR48692 

sulla NT. Dopo l'interazione con la NT, il 60-70% di NTR1 si internalizza mediante un processo 

dipendente dalla temperatura (Bauco and Rompré, 2003). Le prove biochimiche, infatti, 

suggeriscono che il recettore non viene riciclato alla membrana plasmatica dopo l'internalizzazione 

indotta dal ligando. La regione del recettore coinvolta nel processo di internalizzazione è la coda 

C-terminale e, più particolarmente, i residui Thr422 e Tyr424 situati all'estremità della coda. 
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Il sottotipo NTR2, è una proteina di 410 aminoacidi che presenta una bassa proprietà di legame per 

la NT e questo legame può essere inibito da levocabastina (Piatek et al., 2005). Al contrario è stato 

stabilito che SR48692 (2-[[[1-(7-Chloro-4-quinolinyl)-5-(2,6-dimethoxyphenyl)-1H-pyrazol-3-

yl]carbonyl]amino]-tricyclo[3.3.1.13,7]decane-2-carboxylic acid), avendo una bassa affinità per 

NTR2 rispetto a NTR1, risulta un antagonista attivo e altamente specifico per diverse attività 

cellulari (Liu et al., 2017). Nei roditori (ratto e topo) NTR2 è leggermente più lungo (416 

aminoacidi) rispetto alla loro controparte umana (410 aminoacidi). A differenza del NTR1, questo 

recettore presenta una coda extracellulare N-terminale breve e un terzo loop intracitoplasmatico 

più lungo. Sempre dal punto di vista strutturale è stata rilevata l'assenza di siti di N-glicosilazione 

nel dominio N-terminale e la sostituzione di un residuo di Asp, generalmente conservato in TM2, 

da una Ala (Ref 16, 17) o da un residuo di Gly18. Anche in questo caso studi di mutagenesi hanno 

mostrato che tale sostituzione è responsabile della bassa sensibilità del recettore NTR2 a ioni Na+ 

mentre la presenza dell’Asp ne ha migliorato tale sensibilità. 

Per quanto riguarda NTR3/ sortilina è stato sintetizzato a partire da un precursore processato 

in un peptide di 5 kDa e una proteina di membrana di 95 kDa. Il gene che codifica per la sortilina 

umana, noto come SOR1, è stato mappato nella parte prossimale del braccio corto del cromosoma 

1 (Fig.II.3). 

 

 
Fig.II.3  Rappresentazione del nts3/gp95/sortilina umana. 

 

I due trascritti della sortilina sono approssimativamente di 8 kb e 3.5 kb espressi nei tessuti umani. 

NTR3 ha una duplice funzione: da una parte funge da modulatore di segnalazione NTergica quando 

è co-espresso con un altro recettore di NT, dall’altra agisce singolarmente come recettore 

funzionale coinvolto nella migrazione. NTR3 non è specifico per la NT ma è in grado di legare 

altri ligandi come la lipasi lipoproteina, i proneurotrofine, la proteina RAP (proteina associata ai 
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recettori) o la proteina SAP (proteina attivatore sphingolipida; Mazzella, 2001; Lefrancois et al., 

2003). Esso può agire come un co-recettore per partecipare alla vera segnalazione NT/NTR1. 

Difatti, studi di immunoprecipitazione su linee cellulari di adenocarcinoma HT29, hanno 

dimostrato che il NTR3 forma eterodimeri con il NTR1. Inoltre, su stimolo della NT, il complesso 

NTR1/NTR3 è internalizzato e l'interazione tra i due recettori modula sia la fosforilazione di 

protein chinasi attivata da mitogeno (MAPK) indotta da NT sia il turnover di fosfoinositide (PI) 

mediata da NTR1 (Martin et al., 2002). Nelle cellule microgliali umane C13NJ, NTR3 è l'unico 

recettore endogeno di NT noto in grado di provocare la migrazione cellulare (Dicou, 2008). 

 

II.1.2 Meccanismo d’azione dei recettori NTergici  

Il legame della NT con gli specifici recettori innesca diversi meccanismi cellulari. La stimolazione 

di NTR1 per il suo ligando (NT) scatena l'azione della fosfolipasi C (PLC) tramite il suo 

accoppiamento alla prima subunità Gαq/11 (Najimi et al., 2002). L'attivazione del PLC porta alla 

produzione di inositolo-1,4,5-trifosfato (IP3) e di diacilglicerolo (DAG) da parte del 

fosfatidilinositolo-4,5-difosfato (PIP2), un fosfolipide presente nello strato interno della membrana 

plasmatica. Questi due secondi messaggeri, a loro volta, inducono l'attivazione del PKC e la 

mobilitazione di Ca2+ intracellulare, che sono fattori chiave oncogeni. Parallelamente, diversi 

pathway di segnalazione potenzialmente coinvolti nella proliferazione cellulare, nella 

sopravvivenza, nella migrazione e nell’invasione vengono descritti dopo la stimolazione di NTR1. 

I meccanismi che mediano gli effetti del sistema NTergico coinvolgono pathway multipli e cellula-

dipendenti e quello più comunemente studiato è il pathway PKC/ERK indotto da NT. Difatti, la 

PKC stimolata da NTS/NTR1 induce una MAPK mediante stimolazione diretta di Raf-1, 

indipendentemente da Ras, oppure mediante trans-attivazione del recettore del fattore di crescita 

dell’epidermide (EGFR; Guha et al., 2003). Entrambi gli effetti possono essere impediti da 

SR48692 o dall'antagonista ad ampio spettro SR142948A65 che riconosce sia NTS1 che NTS2. 

L'attivazione di MAPK tramite NTR1 è principalmente associata a una crescita cellulare 

incontrollata, che può aggravare la crescita dei tumori (Harikumar et al., 2010; Kisfalvi et al., 2010) 

come è stato osservato nella linea cellulare HT29 del carcinoma umano del colon.  

Un'altra possibile via di segnalazione potrebbe avvenire attraverso l'attivazione della guanosina 

ciclica monofosfato, dell’adenosina ciclica monofosfato, la produzione dell’acido arachidonico 

(St-Gelais et al., 2006) e l’inibizione dell’attività della proteina chinasi B (Liu et al., 2004).  
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Studi condotti su topi KO per NTR1 hanno rilevato il coinvolgimento del recettore nell'ipotermia, 

nei disturbi del movimento, nell’analgesia e nella motilità gastrointestinale. NTR1 dimostra, 

inoltre, una stretta associazione con il sistema DAergico e glutammatergico (Bose et al., 2015). 

L'attivazione di tale recettore promuove e rafforza la segnalazione endogena del glutammato nelle 

regioni del cervello aumentando l'attivazione del PKC e portando alla fosforilazione del recettore 

N-metil-D-aspartato (NMDA). Contestualmente, numerosi studi hanno suggerito che NTR1 

attraverso la possibile modulazione del recettore DAergico gioca un ruolo importante nella 

disregolazione della funzione striatale DAergica che si ritiene secondaria ad una carenza di 

glutammato nella schizofrenia. Difatti, risultati ottenuti su topi privi di NTR1 hanno mostrato bassi 

livelli di glutammato e di NMDA nella loro corteccia prefrontale mediale (mPFC) rispetto ai topi 

wilde type (Li et al. 2010). Il recettore NTR1, inoltre, è altamente espresso nei neuroni 

dopaminergici nigro-striatali, che si degenerano nella malattia del PD. Questi dati sono coerenti 

con l'ipotesi che NTR1 sia coinvolto il controllo delle condizioni patofisiologiche delle malattie 

neurodegenerative (Boules et al., 2013). Le proprietà farmacologiche e di segnalazione di NTR2 

sono ancora controverse. In particolare, non è chiaro se NT agisce come un agonista, un agonista 

inverso o da antagonista. Il risultato di diversi studi ha confermato l’azione agonistica del SR48692 

(Richard et al., 2001; Sarret et al., 2002) il quale fu originariamente descritto come un antagonista 

con una maggiore affinità per NTR1 rispetto a NTR2. All’interno di linee cellulari esprimenti 

NTR2 umano, infatti, SR48692 stimola la mobilizzazione del Ca2+ o la formazione dell’IP, nel 

momento in cui sia la NT che levocabastina antagonizzano tale risposta. Le proprietà 

farmacologiche specie-dipendenti di NTR2 potrebbero essere associate a variazioni nell’attività 

costitutiva del recettore appartenente alla famiglia della grelina (Richard et al., 2001; Holst et al., 

2004). Ulteriori risultati indicano un'elevata capacità di NTR2 di internalizzazione, processo 

indotto dal ligando, nei complessi recettore-ligando (Sarret et al., 2002). Tuttavia, 

l’internalizzazione di questo recettore è apparentemente associata all’attivazione delle ERK 

regolate dal segnale ma non alla mobilizzazione del Ca2+ (Gendron et al., 2004). Per quanto 

riguarda NTR3/sortilina, questo complesso è in grado di interagire sia con la NT che con una vasta 

varietà di ligandi come la proteina associata al recettore (RAP) e la lipasi lipoproteina (LpL; St-

Gelais et al., 2006).  È possibile che NTR3/sortilina comportandosi come un vero e proprio 

recettore nei mammiferi sembra essere attivo nelle funzioni cerebrali non soltanto correlate alla 

NT. Difatti, numerose evidenze hanno mostrato il suo coinvolgimento nella migrazione di cellule 

microgliali umane mediante stimolazione del pathway della MAP e della fosfatidilinositolo 3-



Capitolo II 

59 
 

chinasi, nella proliferazione di linee cellulari tumorali (Dal Farra et al., 2001), nella modulazione 

del signalling della NT mediante la regolazione del processo di assorbimento e nella degradazione 

del neuropeptide (Navarro et al., 2001; Morinville et al., 2004). 

 

II.1.3 Localizzazione della NT e dei relativi recettori nel SNC 

Le indicazioni relative alla distribuzione del NT e dei suoi rispettivi recettori sono stati identificate 

maggiormente per il ratto anche se altre specie di vertebrati presentano pattern simili. Nel cervello 

di tale roditore è stata rilevata la presenza di diversi circuiti neuronali contenenti la NT in cui un 

primo circuito comprende le cellule nel nucleo centrale dell’AMY e si estende fino al nucleo VMN 

dell’HTH. Altri circuiti invece coinvolgono diverse regioni cerebrali quali l’HIP, la corteccia 

cingolata e frontale, la VTA, la PFC e prepiriforme, diversi nuclei come l’accumbens, 

l’endopiriforme, l’olfattorio anteriore, il DMH, il raphe magnus, il nucleo della stria terminale e il 

nucleo parabrachiale (Zahm et al., 2001; Fig.II.4).  

 
Fig.II.4  Rappresentazione sagittale del pathway NTergico nel cervello di roditori. 

 

Dal punto di vista recettoriale, analisi di Northern-blot hanno rivelato che gli mRNA NTR1 sono 

espressi rispettivamente nel cervello e nell'intestino di ratto e uomo. Nel cervello, gli esperimenti 

di ibridazione in situ hanno dimostrato che nei neuroni della banda diagonale di Broca, del setto 

nucleo mediale, del nucleo basalis magnocellularis, del nucleo soprachiasmatico, dell'area 

sopramammillare, della substantia nigra e della zona ventrale tegmentale erano presenti elevati 

livelli di mRNA NTR1 cosi come i neuroni del ganglio radicale dorsale del midollo spinale.  
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Una significativa espressione di tale recettore è stato osservato anche nella substantia nigra, mentre 

tale segnale è assente nello striato. Al contrario, studi di autoradiografia e immunoistochimica 

hanno mostrato la presenza della proteina NTR1 in entrambe le regioni del cervello. Questi risultati 

supportano l'ipotesi che i neuroni della DA nella substantia nigra sintetizzano NTR1, che si trova 

nel loro soma e nei dendriti e anche nei terminali dello striato successivo al trasporto assonale.  

Per quanto riguarda il NTR2, dati di ibridazione in situ hanno evidenziato la sua presenza 

principalmente nel sistema olfattivo, nei cortici cerebrali e cerebellari, nell’HIP e nei nuclei HTH 

del topo e del ratto. Questa distribuzione è diversa da quella di NTR1 e solo alcune aree del cervello 

(ad esempio la banda diagonale di Broca, il nucleo settale mediale e il nucleo soprachiasmatico) 

sono arricchiti di entrambi i recettori. Numerosi studi ontogenici hanno dimostrato che mentre 

l’mRNA NTR2 di topo è rilevabile solo dal 14° giorno postnatale e non raggiunge concentrazioni 

in età adulta prima del 30° giorno, l’mRNA di NTR1 è già espresso alla nascita, con picchi elevati 

tra i primi 7 e 10 giorni di vita che tendono a diminuire progressivamente per raggiungere i livelli 

adulti tra i 30 e i 40 giorni. A livello cellulare, l’mRNA NTR2 di ratto è espresso nei neuroni, nella 

glia e nelle cellule ependimali, mentre nel topo è prevalentemente concentrato sui neuroni.  

Per quanto riguarda NTR3/sortilina è largamente espresso nei sistemi sensoriali e 

nell’apparato motorio corticale come la corteccia frontale e il nucleo subtalamico (Sarret et al., 

2003; Geisler et al., 2006). Tale sottotipo è localizzato anche nella glia, nei neuroni e negli adipociti 

ed è noto per riconoscere la NT dal suo sito di legame extracellulare soltanto dopo la traslocazione 

nella membrana plasmatica (Binder et al., 2001). Contestualmente il NTR4 è localizzato per il 90% 

a livello intracellulare e per il 10% sulla superficie cellulare. Nel cervello è particolarmente 

distribuito nel giro cingolato, nella corteccia entorinale, nelle regioni CA1, CA2 e CA3 dell’HIP, 

nel nucleo oculomotorio e nello strato delle cellule del Purkinje del cervelletto (Geisler et al., 2006). 

 

II.1.4 Effetti del sistema NTergico sui disordini metabolici 

Il sistema NTergico, come ormai noto e accettato dal mondo scientifico, svolge un ruolo primario 

nella regolazione di diversi processi neurofisiologici come l’alimentazione, l’ipotermia, 

l’infiammazione, i disturbi psichiatrici e alcune forme tumorali. Alterazioni dei meccanismi 

cellulari mediati dalla NT possono indurre gravi patologie come il diabete e l’obesità in quanto tale 

neuropeptide è ampiamente presente a livello ipotalamico che è una delle sedi principalmente 

implicata nel mantenimento dell’omeostasi energetica e del feeding. Difatti la sua 
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somministrazione nella VTA o nella parte ventromediale dell'HTH porta ad una diminuzione 

dell'assunzione di cibo (Opland et al., 2013). Questo dato è stato supportato da cambiamenti di 

espressione della NT negli animali con disturbi alimentari ed in modo particolare su topi iperfagici 

e obesi i quali hanno mostrato una riduzione dell’espressione della NT nei vari nuclei dell’HTH. 

Similmente, mentre la carenza del suo recettore NTR1 ha causato moderati aumenti nell'assunzione 

di cibo e nel peso corporeo e anoressia indotta da NT nei topi, la somministrazione acuta di 

PD149163, un agonista selettivo di NTR1 (Petrie et al, 2004), ha indotto l’azione anoressigenica 

della NT, suggerendo il coinvolgimento del recettore nell'alimentazione e nella regolazione del 

peso corporeo (Kim et al., 2010). Parallelamente, NTR1 è in grado di regolare l'equilibrio 

energetico mediando l'effetto anoressico non solo della NT ma anche di altri fattori anoressigenici 

come la leptina. La somministrazione di tale ormone aumenta l'espressione ipotalamica di NT nei 

ratti sani e nelle linee cellulari ipotalamiche in vitro (Belsham et al., 2004; Brown et al., 2017). È 

interessante rilevare che l'antagonista SR48692 sembra invertire l'azione della leptina sulla sazietà 

(Sahu et al., 2001). Difatti, la somministrazione di anticorpi anti-NT o antagonisti del recettore NT 

ha bloccato completamente l'azione anoressica di leptina nei ratti ciò suggerisce che la NT, 

rilasciata forse da neuroni dell’HTH, è un mediatore essenziale dell'effetto inibitorio della leptina 

sull'alimentazione. Poiché i neuroni NT ipotalamici sono noti per esprimere il recettore di leptina, 

è possibile che quest’ultima eserciti un'azione diretta per stimolare il rilascio di NT. Infatti 

l'espressione del neuropeptide è down-regolata in modelli animali mancanti di leptina (Kim et al., 

2008). Il sistema leptina/NTR1 può, quindi avere un impatto notevole nella regolazione non 

omeostatica del comportamento alimentare e mentre i topi privi del recettore mostrano una normale 

assunzione di cibo, quelli che, invece, assumono una HFD ed una high sucrose diet (HSD) 

sviluppano obesità. La regione LHA è il sito in cui la leptina e la NT esplicano la loro azione 

coordinata. È stato osservato, infatti, che circa il 30 % dei neuroni NT si co-esprimono con il LepRb 

maggiormente nel LHA, ove costituiscono gli unici neuroni nel cervello direttamente attivati dalla 

leptina. Questi risultati sono promettenti per il possibile utilizzo di NT-ligandi come potenziali 

farmaci terapeutici nella cura dei disturbi alimentari. 
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II.1.5 NT e infiammazione 

È interessante osservare che fra le diverse azioni neurofisiologiche regolate da NT vi è il suo 

coinvolgimento nell’infiammazione come evidenziato dalla NT periferica in grado di generare 

sintomi infiammatori come la vasodilatazione, aumenta la permeabilità vascolare, la 

degranulazione delle cellule mastiche e la valorizzazione della migrazione direzionale e della 

fagocitosi dei neutrofili (Ye et al., 2016). È stato riportato che tale neuropeptide è, inoltre, implicato 

nella produzione di citochine pro e anti-infiammatorie come IL-1 e l’interleuchina-8 (IL-8) 

rispettivamente in macrofagi alveolari attivati e in cellule umane di colonociti (Law et al., 2012). 

Anche se la NT è generalmente nota come fattore pro-infiammatorio, un effetto opposto è stato 

recentemente descritto in un processo infiammatorio cronico indotto dal solfato di sodio di destrano 

nel topo. In questo modello, l'attivazione di NTR1 ha dimostrato di stimolare la guarigione delle 

ferite intestinali attraverso un pathway dipendente dalla cicloossigenasi (COX)-2. Allo stesso 

modo, uno studio condotto sui macrofagi, in condizioni infiammatorie e iperglicemiche, ha 

sottolineato come diversi neuropeptidi e in particolar modo la NT hanno ridotto la risposta 

infiammatoria di tali cellule immunitarie stimolando la loro capacità di migrazione. Questi risultati 

evidenziano il potenziale ruolo terapeutico di NT in condizioni compromesse come le ulcere del 

piede diabetico, caratterizzate da uno stato proinfiammatorio patologico e da una ridotta 

migrazione cellulare (Moura et al., 2013). Contrariamente, in adipociti dei tessuti grassi epididimali 

di topi NT -/- è stata mostrata una riduzione delle dimensioni e del numero di infiltrati infiammatori 

e di macrofagi, indicando come la carenza di NT protegge da numerose comorbidità (vale a dire 

aumentata resistenza all'insulina e steatosi epatica) associata ad un'elevata assunzione di grassi 

alimentari (Li et al., 2016). 

Negli ultimi anni è stato evidenziato, anche, il coinvolgimento di NT nelle risposte 

immunitarie del SNC attraverso l’azione di un lipopolisaccaride che ha indotto l'espressione di 

mRNA NT nei neuroni contenenti l’ormone che rilascia il CHR del PVN dell'HTH (Loum-Ribot 

et al., 2006). Sulla base di questo lavoro, è stato ipotizzato che la NT possa essere rilasciata nella 

circolazione portale ipofisaria per scatenare reazioni legate all'ipofisi associata alla mobilitazione 

del sistema immunitario. Similmente la NT da sola o in condizioni infiammatorie è in grado di 

ridurre l'attivazione dei pathway di segnalazione NF-κB e di c-Jun N-terminal kinases (JNK) 

entrambi coinvolti in diverse risposte immunitarie mediate dalle cellule, aumentando la trascrizione 

genica di chemochine, citochine, molecole di adesione, enzimi che producono mediatori 
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infiammatori secondari e inibitori dell'apoptosi (Xue et al., 2017). Tuttavia, anche IL-10 è stata 

ridotta dalla NT, suggerendo che tale neuropeptide non solo è capace di down-regolare fattori 

infiammatori, ma anche quelli anti-infiammatori, riducendo la capacità immunologica delle cellule 

dendritiche (da Silva et al., 2011). Nonostante le poche evidenze sul ruolo della NT 

nell'infiammazione del SNC, è stato confermato anche il suo possibile ruolo proinfiammatorio sulle 

cellule di microglia che potrebbe contribuire all'infiammazione del cervello in malattie 

degenerative come il PD e l’AD. 

 

II.1.6 NT e disturbi comportamentali 

Negli ultimi anni numerosi studi hanno dimostrato che i neuropeptidi giocano un ruolo importante 

nella modulazione dell’ansia e nella patofisiologia dei disordini psichici. Tra questi vi è la NT la 

quale all’interno del SNC, è coinvolta nello stress, nella modulazione del dolore, nei processi di 

ricompensa, della tossicodipendenza e della depressione (Kinkead and Nemeroff, 2004; Làszlò et 

al., 2009). In tale contesto è stato osservato che la disfunzione combinata dei neuroni NT e del 

sistema mesocorticale-mesolimbico della DA potrebbe svolgere un ruolo importante nello sviluppo 

del PD (Hernandez-Chan et al., 2015) e della schizofrenia (Piccart et al., 2015). Questo può essere 

ulteriormente confermato dal fatto che le associazioni anatomiche e funzionali della NT con il 

sistema DA sono coinvolte in alcuni disordini clinici come appunto la schizofrenia e le droghe di 

abuso. È stato rilevato che gli schizofrenici oltre ad avere una ridotta espressione (40%) dei NTRs 

nella corteccia entorhinal (Borroto-Escuela et al., 2016; Feifel et al., 2016) mostrano diminuite 

concentrazioni della NT nel loro fluido spinale cerebrale che inducono livelli significativamente 

più elevati della psicopatologia da pretrattamento, mentre la somministrazione centrale di NT ne 

causa effetti antipsicotici. Al contrario nella PD alte concentrazioni plasmatiche di NT sono 

presenti sia nella zona compacta che in zona reticolata del SN rispetto ai CTRL (Schimpff et al., 

2001). Altri studi evidenziano come a livello cerebrale i cervelli dei pazienti con PD hanno meno 

neuroni dopaminergici e un'espressione molto bassa di NTR1 (Dias et al., 2013). Similmente, topi 

con PD trattati con 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6- tetrahydropyridine (MPTP) erano caratterizzati da 

livelli significativamente più bassi di NT e di mazindolo legati allo striato e al SN, indicando una 

grave riduzione dei NTRs nei siti di assunzione di DA nei processi di degradazione che causano il 

PD (Ferraro et al., 2014). La NT è, inoltre, coinvolta nel meccanismo d’azione degli 

psicostimolanti, agonisti del recettore della DA, i quali aumentano la sua trasmissione a livello 
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neuronale (Boules et al., 2016). L’azione di sostanze come la cocaina, l’anfetamina e i loro derivati 

è mediata dal sistema mesotelencefalico della DA e dai circuiti neuronali ad esso correlato. Nei 

modelli animali è stato osservato che la somministrazione di tale neuropeptide determina un 

aumento della risposta alle droghe. Questo fenomeno di sensibilizzazione comportamentale risulta 

essere associato a cambiamenti del pattern di connettività sinaptica, della biochimica cerebrale 

legati allo sviluppo della dipendenza soprattutto a livello della VTA coinvolgendo 

neurotrasmettitori come la DA e il glutammato (Bose et al., 2015; Woodworth et al., 2017). Tale 

area encefalica riceve numerose innervazioni dalla NT ed esprime elevati livelli dei relativi 

recettori. È stato osservato che la microiniezione (mediante applicazione stereotassica) della NT 

nella VTA ha effetti acuti e a lungo termine in maniera simile a quelli prodotti dalla 

somministrazione sistemica degli psicostimolanti. La NT nel VTA incrementa la locomotor activity 

nei ratti e aumenta i livelli extracellulari di DA nel nucleo accumbens e nella PFC (Woodworth et 

al., 2017). Se la somministrazione i.c.v. risulta essere ripetuta nel tempo i ratti vengono 

sensibilizzati agli effetti stimolanti dell’anfetamina e della cocaina suggerendo, ulteriormente, che 

la NT e gli psicostimolanti potrebbero agire sui sistemi che innescano la sensibilizzazione 

comportamentale. L’iniezione della NT nel VTA è, inoltre, responsabile degli effetti di ricompensa 

che vengono mostrati sia nel CPP, test mnemonico atto a valutare la preferenza di un animale per 

un luogo precedentemente associato ad un evento di ricompensa sia a seguito di una stimolazione 

elettrica cerebrale (Geisler et al., 2006). Complessivamente, questi dati affermano che la NT è 

coinvolta nell’attivazione motoria e negli effetti di ricompensa operata dagli psicostimolanti 

(Felszeghy et al., 2007). Oltre al VTA, un’altra area cerebrale in cui si riscontrano elevati livelli di 

NT e recettori ad essa associati è l’AMY, soprattutto i nuclei centrali e intercalati. L’AMY, area 

del sistema limbico, è responsabile del controllo neurale dell’emozione, della memoria, del rinforzo 

e nei processi di ricompensa/motivazione (Gaffrey et al., 2017). In particolar modo, uno studio 

condotto a livello di quest’area ha mostrato come la somministrazione, in due differenti dosi, di 

antagonisti del recettore NTR1 ha significativamente inibito gli effetti comportamentali ansiolitici 

e di ricompensa della NT a seguito di test di ricompensa e ansiometrici specifici come il CPP e 

dell’EPM (Laszlo et al., 2006). Considerata l’azione neuromodulatrice di tale neuropeptide, la 

diretta somministrazione della stessa NT e dei suoi agonisti (PD149163) blocca anche gli effetti 

comportamentali dell’agonista della serotonina-2 (5-HT2) suggerendo il suo coinvolgimento sulla 

trasmissione serotoninergica ai recettori 5-HT2 (Feifel et al., 2003). L’importanza dei meccanismi 

serotoninergici è data dal fatto che essi sono fortemente implicati nell’ansia e nella depressione e 
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l’inibizione di tali recettori potrebbe fungere da meccanismo che porta ansiolisi ed effetti 

antidepressivi (Weisstaub et al., 2006). Al fine di dimostrare il coinvolgimento della NT nei 

disordini dell’umore e dell’ansia, sono stati effettuati numerosi studi in cui è stato osservato come 

bassi livelli di NT in pazienti ansiosi, non solo riducevano la paura prodotta da lesioni 

serotoninergiche del raphe dorsale (Shugalev et al., 2005) ma anche la durata del freezing in seguito 

all’azione della beta lactotensina, un ligando naturale dei recettori della NT a livello del pallido 

ventrale (Yamauchi et al., 2007). È ormai noto, infatti, che questa area è strettamente collegata ad 

aree cerebrali implicate nella regolazione dello stato ansioso come il pallido ventrale (Chang and 

Grace, 2014; Ollmann et al., 2015). Difatti, la proteina somministrata mediante una microiniezione 

all’interno di tale area, di circa 100 ng e 250 ng, ha indotto un effetto ansiolitico associato ad 

un’alterazione del recettore NTR1, inibito da un suo antagonista, evidenziando anche in questo 

contesto il coinvolgimento del sistema DAergico. Uno studio condotto negli ultimi mesi ha 

mostrato come a seguito di uno stress cronico che induce ansia (CUS) la modulazione 

neuropeptinergica della trasmissione sinaptica si sarebbe alterata nel nucleo della stria terminale, 

area encefalica ampiamente coinvolta in tali disordini comportamentali. In particolare il blocco 

farmacologico dei recettori della NT distribuiti in tale sede cerebrale ha abolito la ridotta 

esplorazione nei bracci aperti nell’EPM e l’immobilizzazione nel test del nuoto forzato indotte dal 

CUS, confermando il coinvolgimento di tale neuropeptide nei disturbi dell’ansia (Laszlo et al, 

2010; Normandeau et al., 2017). 

 

II.1.7 NT e disturbi cognitivi 

Data la localizzazione della NT in diverse regioni del SNC, numerosi studi dimostrano il 

coinvolgimento di tale neuromodulatore nell’apprendimento, nella memoria e la correlazione con 

una forma precoce del morbo dell’AD (Xiao et al., 2014). La presenza del neuropeptide e dei 

relativi recettori in aree cerebrali come l’HIP e la corteccia (COR) ha suggerito un ruolo funzionale 

di questa proteina nelle strutture limbiche avanzando l’ipotesi che la NT è in grado di modulare tali 

processi cognitivi. Uno studio condotto negli ultimi anni, ha dimostrato la presenza di un’alterata 

performance della WM associata ad un polimorfismo di NTR1 nell’uomo (Li et al., 2013) e di siti 

di legame variati della NT in funzione dell’età e dello stato cognitivo (Rowe et al., 2006). Per WM 

si intende la capacità del cervello in grado di ragionare, comprendere e apprendere (Li et al., 2013) 

ed è coinvolta nell’integrazione e nella manipolazione dell’informazione. È noto che il sistema 
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DAergico svolge un ruolo centrale nel processo di WM (McNab et al., 2009) e studi farmacologici 

sugli animali e sull’uomo hanno indicato che tale sistema riesce a modularla dal momento che una 

sua alterazione risulta essere accompagnata dall’accumulo del peptide beta amiloide (Abeta) a 

livello dell’HIP (Leighty et al., 2004). Studi elettrofisiologici effettuati su roditori hanno, inoltre, 

rilevato che la performance della WM è correlata ai processi di depressione a lungo-termine (Nakao 

et al., 2002).  Gli effetti della NT sulla memoria sono solitamente mediati dal legame con il 

recettore NTR1 ma è stato visto una riduzione della memoria correlata ad un evento pericoloso in 

topi KO per NTR2 (Yamauchi et al. 2007). La NT, agendo sul NTR1, riduce la funzione fisiologica 

del recettore DA (Jomphe et al., 2006) e modula una serie di comportamenti mediati da tale 

neurotrasmettitore. La somministrazione di un antagonista di NTR1, inoltre, altera la WM in una 

task di apprendimento (Tirado-Santiago et al., 2006). Il potenziale collegamento, quindi, tra l’HIP, 

il gene NTR1 e la WM è supportato non soltanto dall’elevata distribuzione della NT e dei suoi 

recettori a livello HIP, ma anche dall’aumentata espressione del mRNA di NTR1, della proteina e 

dall’effetto della NT sull’attivazione degli interneuroni CA1 che proiettano verso tale area 

encefalica (Li et al., 2013). Similmente anche studi precedenti hanno suggerito come la perdita di 

NTR1 nel nucleo basale magnocellulare è responsabile di una ridotta WM nei ratti che eseguono 

un T-maze alternato. Difatti, l'attivazione di NTR1 migliora l'apprendimento spaziale e la memoria 

mediante la down-regolazione dei canali del potassio tandem TREK-2 PKC-dipendenti, 

suggerendo che la facilitazione e l'eccitabilità neuronale indotta da NT rappresenta un nuovo 

substrato cellulare e molecolare per la corretta funzionalità cognitiva (Xiao et al., 2014). 

Contestualmente, numerosi studi hanno valutato l'efficacia cognitiva degli agonisti di NTR1. In 

particolare, sia NT69L (Briody et al., 2010) che PD149163 hanno attenuato deficit cognitivi indotti 

da psicotomimetici in pazienti schizofrenici nonché hanno migliorato le prestazioni mnemoniche, 

compromesse a seguito della somministrazione di scopolamina, nel NOR (Hillhouse and Prus, 

2013).  

Recentemente è stato suggerito che la disfunzione dei sistemi grelina/NT potrebbe essere 

coinvolta nello sviluppo dell’obesità e della sindrome metabolica (Gahete et al., 2010) associate 

all’infiammazione (Bossard et al., 2007; Koon et al., 2009) e a deficit cognitivi come la memoria 

e l’apprendimento (Ohinata et al., 2007). In tale contesto AD, una patologia caratterizzata da un 

severo deficit cognitivo può essere aggravata da condizioni di obesità, di sindrome metabolica, di 

alterazione dello stato energetico e dall’infiammazione (Giordano et al., 2007; Jan et al., 2017). Per 

questo motivo risulta plausibile che la modulazione dei sistemi grelina/NT possa influenzare in 
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maniera rilevante tale patologia (Giordano et al., 2007). In particolare, valutazioni di espressione 

dell’asse grelina/NT hanno proposto una riduzione determinante dei livelli di mRNA della grelina, 

di una sua variante, la In2-grelna, di un enzima responsabile dell’acilazione della grelina ovvero la 

grelina-O-aciltrasferasi e del recettore che secerne l’ormone della crescita di tipo 1a all’interno di 

regioni della corteccia (circonvoluzione temporale) particolarmente colpite dall’AD, mentre 

risultava essere aumentata l’espressione del recettore che secerne l’ormone della crescita di tipo 

1b. In aggiunta i livelli di NTR1 e NTR2 risultavano profondamente diminuiti nell’AD così come 

anche i livelli di mRNA della NT (Gaete et al., 2010). Complessivamente, tali risultati mostrano 

una stima quantitativa dei sistemi grelina/NT, alterati marcatamente nei pazienti malati, 

suggerendo come tale cross-talking potrebbe contribuire ai deficit cognitivi che caratterizzano tale 

patologia.  
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MATERIALI E METODI 

III.1 Modello sperimentale 

Nel campo della Neurobiologia, la scelta di un modello sperimentale per trattamenti farmacologici 

in vitro o in vivo risulta essere di particolare importanza, nonostante tale predilezione rimane 

fortemente condizionata oltre che da fattori di tipo scientifico anche da fattori di tipo economico-

organizzativo. L’utilizzo di un sistema in vitro che ci permette di studiare diversi aspetti cellulari 

in modo indipendente dal contesto ambientale (organismo, tessuto o organo), all'interno del quale 

le cellule operano in condizioni fisio-patologiche, è sicuramente vantaggioso in quanto semplifica 

i problemi, ma può dare luogo anche ad un'approssimazione molto spesso grossolana della realtà 

poiché non sempre si è in grado di riprodurre ciò che si intende studiare. Spesso, infatti, 

l’isolamento di popolazioni cellulari al di fuori del sistema biologico in esame, spesso non consente 

il raggiungimento di risultati attesi. Difatti, è impossibile studiare i meccanismi alla base di 

sensazioni quali l'appetito e la sazietà, il dolore o di situazioni psicologiche quali la depressione e 

l’ansia, senza usufruire di modelli in vivo che riproducano questi stati fisiologici o patologici. 

L’utilizzo di modelli animali più vicini alle condizioni umane permette, inoltre, allo sperimentatore 

di valutare l'effetto di sostanze naturali o farmacologiche in maniera molto più completa e 

significativa rispetto a quanto consentirebbe un ipotetico modello cellulare portando così a 

sviluppare innovative strategie terapeutiche. 

Sulla base di tale premesse, è stato preferito il criceto dorato siriano (Mesocricetus auratus), 

un’ibernante facoltativo che in relazione al suo breve periodo di gestazione, alla capacità di ovulare 

spontaneamente, alle dimensioni corporee, ai bassi costi di vendita e al rapido adattamento alle 

condizioni di laboratorio rappresenta per la ricerca un ottimo organismo modello.  

 

III.1.1 Criceto Dorato (Mesocricetus auratus) 

Per questo lavoro di tesi è stato utilizzato il criceto Siriano dorato (Mesocricetus auratus) 

appartenente all’ordine dei Roditori (Tabella III.1), e ampiamente utilizzato negli studi 

sperimentali al pari di topo e ratto grazie ad alcune sue peculiarità: scarsa suscettibilità alle malattie 

spontanee, rapido sviluppo con ciclo vitale breve e capacità di entrare in ibernazione quando 

esposto a determinate condizioni. Il ciclo d’ibernazione rappresenta una condizione stato-specifica 

particolare per tale animale in quanto nel corso di alcune sue fasi, in particolare durante la 



Capitolo III 

70 
 

transizione torpore/risveglio,  avvengono  eventi  simil-ischemici  che  costituiscono  un  ottimo 

modello naturale per gli studi neurodegenerativi (Canonaco et al., 2005). 

REGNO Animalia 

PHYLUM Chordata 

SUBPHYLUM Vertebrata 

CLASSE Mammalia 

SOTTOCLASSE Teri 

SUPERCLASSE Muroidei 

ORDINE Roditori 

FAMIGLIA Cricetidi 

GENERE Mesocricetus 

SPECIE Mesocricetus auratus 

 
Tabella III.1  Classificazione sistematica di Mesocricetus auratus. 

 

Tale roditore è diffuso in tutto il mondo come animale da compagnia e di ricerca ed è un roditore 

che origina da regioni desertiche dell’Asia minore, dove le estati sono calde durante il giorno (35-

38°C) e più fresche nelle ore notturne (6-15°C), mentre gli inverni sono freddi (~10°C) e umidi. 

Le popolazioni selvatiche sono limitate a una piccola area del Medio Oriente, mentre la maggior 

parte della specie è distribuita in Siria; alcuni criceti dorati sono stati ritrovati anche in aree della 

Turchia orientale (Gattermann et al., 2001; Burnie e Wilson, 2005).  Mesocricetus auratus è un 

roditore di media dimensione, la femmina è leggermente più grande del maschio e il suo peso può 

variare tra i 150 e i 190 gr rispetto ai 120-170 gr del maschio. È notevolmente più piccolo del 

criceto comune (Cricetus cricetus) dell'Europa orientale e dell'Asia occidentale, ma più grande 

rispetto al criceto Roborovski del deserto (Phodopus roborovskii), della Cina e della Mongolia. Da 

un punto di vista fenotipico, il criceto dorato ha un rostro appuntito, occhi relativamente piccoli, 

orecchie grandi e una breve coda di 1,5 cm. La pelliccia è folta e di colore bruno-dorato nella parte 

superiore, che sfuma nel grigio o bianco della superficie ventrale, anche la testa ha il tipico colore 

dorato, caratteristica che gli conferisce la denominazione “dorato” (Fig.III.1). 
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Fig.III.1  Criceto Dorato - Mesocricetus auratus. 
 

Raramente si possono trovare criceti di tale specie con una macchia scura in fronte e una striscia 

nera su ciascun lato della faccia che si estende dalla guancia al collo (Burnie and Wilson, 2005). 

Possiede due ampie tasche guanciali, estroflessioni delle guance, che gli permettono di trasportare 

il cibo trovato, per poterlo accumulare nella tana. La superficie inferiore delle zampe è priva di 

pelo e presenta dei cuscinetti molto evidenti. Come tutti i roditori, il criceto dorato possiede denti 

incisivi a crescita continua, che mantiene di lunghezza costante mediante limatura; questi denti 

foggiati a scalpello tagliente gli permettono di triturare il cibo, ma vengono utilizzati anche come 

arma di difesa. I criceti dorati hanno su ciascun fianco una ghiandola, molto più sviluppata ed 

evidente nel maschio, che appare come una macchia scura della pelle ricoperta di pelo e il suo 

secreto è utilizzato per marcare il territorio. A volte il pelo sopra la ghiandola appare umido e 

imbrattato, in particolare quando il criceto è eccitato per la presenza di una femmina pronta ad 

accoppiarsi. Tra i sensi presentano udito e olfatto, tatto molto fine esercitato dalle vibrisse della 

regione delle labbra e un senso della vista molto evoluto, che permette loro di percepire i colori. 

 

III.1.2 Biologia 

I criceti dorati sono molto prolifici e in grado di riprodursi tutto l’anno; raggiungono la maturità 

sessuale a 32-42 giorni, anche se non è opportuno far riprodurre le femmine prima dei 2-3 mesi di 

età. Le femmine indicano la loro disponibilità ai maschi attraverso il rilascio di feromoni nelle 

secrezioni vaginali, infatti, quando la femmina è pronta ad accoppiarsi aumenta la frequenza di 

marcatura vaginale, un comportamento caratteristico che si verifica premendo la regione vaginale 

contro una superficie e spostandola in avanti di qualche centimetro. L'ovulazione nelle femmine 
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mature di criceti dorati è indotta da fotoperiodi lunghi (luce >12,5 ore) e continua indefinitamente 

fintanto che il fotoperiodo rimane lungo. Se il fotoperiodo è ridotto, oppure se le femmine sono 

esposte al buio completo in un ambiente di laboratorio, smetteranno di ovulare. Tuttavia, una volta 

ambientate a questo breve fotoperiodo, dopo circa cinque mesi, le femmine iniziano l'ovulazione 

spontanea. In natura, questo ciclo fotoperiodico assicura che la nascita avvenga durante la 

primavera o l’estate, quando le risorse di cibo sono molte e le richieste energetiche per i processi 

omeostatici quali la termoregolazione sono basse, aumentando il numero di calorie disponibili per 

supportare l’allattamento dei piccoli (Huck and Lisk, 1985). Poiché la femmina è molto aggressiva 

e territoriale, aggredisce facilmente il maschio e può arrivare anche a ucciderlo. Per accoppiarla, la 

si pone nella gabbia del maschio quando è in calore, condizione che si manifesta con la fuoriuscita 

di muco dalla vulva. Se la femmina è recettiva assume una posizione di lordosi (schiena incurvata 

verso il basso, arti posteriori allargati e coda alzata). Due giorni dopo l’accoppiamento si forma un 

abbondante scolo vaginale bianco-grigiastro. La gravidanza dura circa 16 giorni, il periodo di 

gestazione più breve tra i Mammiferi euteri, fatta eccezione per i Marsupiali. Il tempo medio per il 

parto è da 1,5 a 2,5 ore, durante il quale nascono 8-12 piccoli. Nei giorni precedenti e successivi al 

parto la femmina non deve essere disturbata, evitando di maneggiarla e di pulire la gabbia, 

altrimenti possono verificarsi casi di cannibalismo verso i piccoli o il loro abbandono. La femmina 

deve avere a disposizione abbondante materiale per fare il nido (sono consigliati fazzoletti di carta 

o carta da cucina, nel nostro caso è stato utilizzato il cotone) e una scorta di cibo sufficiente. I 

piccoli non vanno toccati per i primi sette giorni di vita. A volte le femmine, soprattutto se 

spaventate o disturbate, infilano i piccoli nelle tasche guanciali e li depositano nuovamente nel nido 

poco più tardi, quando pensano che il pericolo sia passato. Talvolta però i piccoli soffocano, 

soprattutto se la femmina è disturbata per un lungo periodo. I piccoli alla nascita sono 

completamente inetti, nudi e con gli occhi chiusi, ma presentano già gli incisivi. Lo svezzamento 

avviene a 20-25 giorni, anche se i piccoli iniziano ad assumere cibo solido prima (Clemens and 

Witcher, 1985; Huck and Lisk, 1985). La longevità dei criceti è relativamente breve, da 1.5 a 2 

anni in media, ma possono vivere anche il doppio del tempo sia in cattività che in natura. Sono 

animali solitari, territoriali e molto aggressivi verso i conspecifici, tranne che durante 

l'accoppiamento. Il riconoscimento fra individui imparentati viene fatto attraverso i segni che 

hanno sul fianco. In inverno, i criceti dorati presentano un periodo di torpore che può essere indotto 

negli animali in cattività esponendoli a temperature inferiori agli 8°C (Gattermann et al., 2001; 

Burnie and Wilson, 2005). Questi roditori comunicano principalmente con l’odore di marcatura, 



Capitolo III 

73 
 

ma anche utilizzando una varietà di segnali uditivi, infatti, producono suoni scricchiolanti in 

diverse situazioni, in associazione con movimenti del corpo improvvisi. I criceti giovani sono in 

grado di produrre squittii ultrasonici che probabilmente sono importanti per la richiesta delle cure 

materne (Johnston, 1984). I criceti sono onnivori: in natura si nutrono di alimenti di tutti i tipi, sia 

vegetali, che animali (piante, semi, tuberi, insetti, frutta), anche se sono principalmente granivori, 

hanno cioè una preferenza verso i semi (Burnie and Wilson, 2005).  

 

III.2 Validità del modello sperimentale 

Negli ultimi anni la ricerca preclinica ha focalizzato la sua attenzione sullo studio di potenziali 

farmaci anti-obesità in modelli animali il più possibile predittivi delle alterazioni fisiologiche e 

patologiche nell’uomo. Molti dei modelli di obesità finora utilizzati si basano su mutazioni a carico 

di geni che controllano il bilancio energetico come il topo omozigote db/db o il ratto Zucker affetto 

da diabete e obesità a causa di una mutazione genetica del LepRb (Lutz and Woods, 2012; Dalbøge 

et al., 2015). Sebbene tali animali risultano essere importanti nella ricerca sulle disfunzioni 

metaboliche quest’ultimi mostrano, ancora oggi, numerose limitazioni dal momento che non 

riescono a mimare le complesse interazioni tra fattori ambientali e poligenici coinvolti nello 

sviluppo dell’obesità e delle relative complicazioni (O’Rahilly and Farooqui, 2008). Tra queste 

limitazioni, l’alimentazione gioca sicuramente un ruolo preponderante. Secondo questa ottica, 

nell’ultimo decennio sono stati sviluppati i modelli di topi e ratti DIO, i quali non possiedono 

nessuna mutazione genetica, ma sono esposti ad un’alimentazione ad alto contenuto energetico che 

determina lo sviluppo di obesità. Questi modelli nonostante siano stati utilizzati con successo per 

lo studio dei disordini metabolici, associati molto spesso ad un’alterata tolleranza nei confronti del 

glucosio, non risultano essere resistenti allo sviluppo di ipercolesterolemia indotta da elevati livelli 

di colesterolo all’interno della dieta. Il criceto dorato siriano è, invece, un modello sperimentale 

ampiamente utilizzato nello studio del metabolismo lipoproteico. Contrariamente agli altri roditori 

questo modello animale presenta un profilo lipoproteico aterogenico con una notevole proporzione 

di lipoproteine circolanti come la proteina di trasporto degli esteri del colesterolo, il recettore che 

media l’assunzione di LDL e le apolipoproteine (apo) B-100 e l’(apo) B-48. Difatti, il criceto dorato 

sviluppa rapidamente ipercolesterolemia e ipertrigliceridemia in seguito all’assunzione di una dieta 

ricca di colesterolo (Tsutsumi et al., 2001; Russell and Proctor, 2008; Dillard et al., 2010) e ha 

dimostrato di avere una buona predisposizione allo sviluppo di obesità e resistenza insulinica 
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quando viene sottoposto ad una HFD e ad una dieta ricca di zuccheri (Srivastava et al., 2010; 

Dalbøge et al., 2015). Complessivamente, queste caratteristiche indicano il criceto come un ottimo 

modello sperimentale per la valutazione preclinica e la progettazione di nuovi farmaci da utilizzare 

nel trattamento di disordini metabolici. 

 

III.3 Procedura sperimentale  

Nel presente lavoro sono stati utilizzati maschi di sette settimane forniti dalla Charles River 

Laboratories (Como, Italia). Durante tutto il periodo di stabulazione gli animali sono stati alloggiati 

in gabbie e mantenuti ad una temperatura di circa 20°- 22° C, ad un’umidità del 50%-60%, con 

cicli di 14 h di luce (6 h - 20 h) e 10 ore di buio (20 h - 6 h) controllati da un sistema automatizzato. 

Dopo un minimo di una settimana di acclimatazione, i criceti sono stati casualmente assegnati a 

due gruppi sperimentali: il primo (n=7-10/gruppo) alimentato con una HFD (60% di energia 

derivante da grassi, Harlan Laboratories, Indianapolis, USA, Tabella III.2), mentre il secondo 

gruppo (CTRL; n = 7-10/gruppo) con una dieta standard per roditori (Standard chow; Mucedola, 

Milano, Italia) per la durata di 12 settimane. 

 

 

   

 

Tabella III. 2  Contenuto energetico della HFD utilizzata per indurre una 
condizione di disordine metabolico. 

 

Per verificare eventuali variazioni conseguenti all’assunzione di una dieta iperlipidica, ogni 

settimana sono stati monitorati la quantità di acqua e cibo consumati (food/water intake) e il peso 

corporeo (body weight), parametri indicativi per lo sviluppo di un fenotipo obeso. Parallelamente, 

sono stati, inoltre, valutati settimanalmente i comportamenti nella loro gabbia (home-cage 

behaviors) attraverso sessioni di osservazioni della durata di 15 min ciascuna (11:00 a.m., 2:00 

p.m., 5:00 p.m.) al fine di valutare anche l’attività locomotoria oltre ad altri atteggiamenti tipici di 

VALORI NUTRIZIONALI % peso % kcal 

Proteine 23.5 18.4 

Carboidrati 27.3 21.3 

Grassi 34.3 60.3 
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tali roditori come il sollevamento con le zampe posteriori (rearing), annusamento (sniffing), e 

pulizia corporea (grooming).  

Nella seconda parte del mio lavoro, l’attenzione si è focalizzata sull’abilità dell’isoflavone 

DZ di attenuare le alterazioni neuro-comportamentali indotte dalla dieta HF. In questo caso altri 

due gruppi sperimentali, rispettivamente HFD+DZ e CTRL+DZ hanno ricevuto con la dieta (HFD 

o standard chow) DZ (200 mg DZ/kg dieta) per un periodo massimo di 30 giorni. Prima 

dell’aggiunta dell’isoflavone in polvere, il cibo è stato schiacciato e conglutinato in modo da 

produrre un cibo con lo stesso aspetto e la stessa compattezza per entrambi i gruppi sperimentali. 

Anche in questo caso ogni settimana il feeding, drinking, peso corporeo e home cage behaviors 

sono stati monitorati. Al termine dei trattamenti dietetici in assenza o in presenza del DZ i criceti 

sono stati sottoposti a diversi test comportamentali. La cura degli animali e le procedure 

sperimentali sono state condotte nel rispetto delle disposizioni etiche per la cura e l’uso di animali 

da laboratorio riportate nella legge legislativa n°26 (4-03-2014) e autorizzate dal Comitato 

Nazionale del Ministero della Salute Italiano riducendo al minimo la sofferenza degli animali e il 

numero di esemplari sacrificati. 

 

III.3.1 Analisi comportamentale 

L’osservazione sperimentale ci permette di valutare in maniera analitica e al tempo stesso globale 

i diversi tipi di comportamento (attività motoria, feeding, esplorazione ecc..) tendendo sempre in 

considerazione l’influenza dello stato emotivo e attentivo, nonché le abilità mnemonico-cognitive 

del soggetto osservato. Negli ultimi anni numerosi studi hanno focalizzato l’attenzione sullo 

sviluppo dei disordini metabolici alla base degli stimoli emozionali, poiché molti ricercatori 

ritengono che l’obesità è un problema emotivo e/o comportamentale sia per gli effetti negativi che 

ha sulle performances cognitive e sia come risposta di tipo conscio a problemi esterni, che 

interagiscono con la particolare situazione interna di stress e confusione del soggetto (Roberts et  

al., 2003). Sulla base di tali premesse al fine di investigare gli effetti indotti da una dieta a base di 

grassi in assenza o aggiunta di DZ sullo stato d’ansia dei criceti e sulle loro abilità mnemonico-

cognitive sono stati utilizzati specifici test come l’EPM, il NOR test e il CPP test. 
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III.3.1.1 Elevated plus maze test 

L’effetto del HF-feeding sul comportamento viene valutato tramite l’utilizzo dell’EPM (McNeilly 

et al., 2015). Il principio su cui si basa tale test ansiometrico è il conflitto provato dagli animali tra 

la curiosità di esplorare un ambiente nuovo e la riluttanza a quest’ultimo a causa delle sue 

caratteristiche avversive. Si tratta, infatti, di un test di emersione (emergence test) durante il quale 

l’animale si sposta da un’area ritenuta sicura ad un’area ritenuta pericolosa. L’apparato,  sollevato 

50 cm dal pavimento, presenta una piattaforma centrale quadrata, di 10 cm per lato dalla quale si 

dipartono 4 bracci disposti a croce: 2 bracci opposti aperti (50 cm × 10 cm) e 2 bracci chiusi da 

pareti (50 cm × 10 cm × 40 cm). Il perimetro della piattaforma è contrassegnato da linee che 

indicano il passaggio della stessa verso i bracci (Fig.III.2). 

Lo strumento è posizionato in una stanza illuminata da una luce al neon priva di riferimenti visivi 

per evitare che questi possano influenzare l’osservazione.  Il test viene preceduto da una fase di 

habituation al fine di consentire l’adattamento dell’animale in un ambiente nuovo. 

 

 
Fig.III.2  Elevated plus maze (EPM) test. 

 

Il comportamento è stato osservato da uno sperimentatore situato in una posizione tale da non 

influenzare la spontanea attività dell’animale e da una telecamera posizionata sopra l’apparato che 

registra l’intera osservazione. I parametri analizzati sono i seguenti:  

• Tempo trascorso nei bracci aperti  

• Tempo trascorso nei bracci chiusi  

• Tempo trascorso in piattaforma centrale 
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• N° di entrate nei bracci aperti  

• N° di entrate nei bracci chiusi  

• N° di entrate totali 

 

Sono state calcolate le percentuali di tempo trascorso nei bracci aperti [(tempo nell’aperto/tempo 

totale) × 100], nei bracci chiusi [(tempo nel chiuso/tempo totale) × 100]  e nella piattaforma centrale 

[(tempo nella piattaforma/tempo totale) × 100] e la percentuale di entrate nei bracci aperti [(entrate 

nell’aperto/entrate totali) e nei bracci chiusi (entrate nel chiuso/entrate totali) × 100]. Per 

convenzione, l’entrata in un braccio è definita come l’attraversamento da parte dell’animale della 

linea che delimita la piattaforma centrale rispetto ai bracci con tutte e quattro le zampe; l’uscita da 

un braccio è definita come l’attraversamento con solo due zampe della linea che delimita il 

passaggio dai bracci alla piattaforma.  Al termine di ogni test, l’apparato è stato pulito utilizzando 

etanolo al 70%. 

 

III.3.1.2 Novel object recognition test 

Il NOR test si basa sulla naturale e spontanea preferenza dei roditori a esplorare la novità e quindi 

ad interagire maggiormente con un oggetto nuovo piuttosto che un oggetto familiare. Sfruttando 

questa caratteristica è possibile andare a valutare la memoria di riconoscimento, ovvero l’abilità di 

riconoscere come familiare un oggetto con cui l’animale è venuto a contatto in precedenza rispetto 

ad un oggetto nuovo che gli viene presentato durante il test. La tendenza innata di esplorare un 

oggetto sconosciuto (Rose et al., 2013) è stata ampiamente utilizzata in diversi ambiti delle 

neuroscienze come la memoria, l’apprendimento, nello studio di alterazioni cerebrali durante 

l’invecchiamento e di patologie neurodegenerative (Leger and Massoud, 2013). L’apparato di 

questo test consiste di un’arena in plexiglas trasparente (L×W×H= 50 cm × 50 cm × 27,5 cm) 

mentre gli oggetti sono due piccoli blocchi di plastica dello stesso materiale (Ennaceur, 2010) 

preferibilmente inodore (Heyser and Chemero, 2012). Dal momento che i roditori hanno difficoltà 

nel discriminare i colori, è importante considerare la luminosità e la consistenza degli oggetti. La 

scelta ideale si potrebbe basare sulla capacità di massimizzare la differenza tra gli oggetti senza 

indurre una preferenza per uno solo (Chemero and Heyser, 2005). Il primo oggetto (numero 1) ha 

una forma cuboidale, di colore bianco, rosso e giallo mentre il secondo oggetto (numero 2) ha una 

forma differente, di colore verde e rosso. Tali oggetti hanno un peso tale da impedire all’animale 
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di spostarli dalla loro posizione. Gli oggetti, inoltre, sono distanziati dalle pareti dell’arena ad una 

distanza di 10 cm consentendo all’animale di esplorare liberamente l’ambiente che lo circonda e 

non hanno alcuna rilevanza etologica per l’animale in quanto non sono associati ad un’esperienza 

di condizionamento (reinforcement).  

Il test prevede 3 fasi: 

- Ambientamento (habituation): gli animali, dopo essere stati maneggiati per circa 2 minuti, 

vengono posizionati individualmente all’interno dell’arena senza gli oggetti. Si tratta di 

una procedura per ridurre lo stress ed evitare una potenziale risposta neofobica (Mṻller et 

al., 2015). Tale fase si ripete 3 volte/2 giorni consecutivi (1h di distanza l’una dall’altra) 

con una durata di 10 minuti/ogni habituation. 

 

- Addestramento (training): alla fine della terza habituation, l’animale viene posizionato 

nell’arena nella zona opposta ai due oggetti identici e gli viene concesso di esplorare 

(ambiente e oggetti) per 5 minuti al termine dei quali viene riposto nella sua gabbia 

(Fig.III.3). Sebbene i roditori esplorano uno stimolo nuovo in un ambiente familiare, il 

tempo di esplorazione dipende da diversi fattori come lo stato dell’animale (Ennaceur et 

al., 2005), la specie (van Goethem et al., 2012) e l’ambiente (Muller et al., 2015) mentre il 

comportamento esplorativo potrebbe essere influenzato, anche dal ritmo circadiano e dal 

ciclo sonno/veglia.  Si definisce esplorazione l’avvicinamento con il muso dell’animale ad 

una distanza minore o uguale a 2 cm (Gaskin et al., 2010).   

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fig.III.3  Training del Novel object recognition (NOR). 
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Climbing over e sitting sull’oggetto non vengono considerati parametri che indicano un 

comportamento esplorativo (Besheer and Bevins, 2000; Wilkinson and Goodyer, 2006).  

 

- il test: questa fase viene eseguita un’ora dopo il training. L’animale viene lasciato libero 

di esplorare l’arena con la presenza di due oggetti differenti, il primo definito “familiare” 

dal momento che era stato precedentemente utilizzato nella fase di training, il secondo 

completamente nuovo, per forma e colore, posizionati uno accanto all’altro (Fig.III.4). La 

localizzazione degli oggetti è stata randomizzata in ogni sessione. Il test ha la durata di 5 

minuti e l’esplorazione non può essere prolungata per un tempo maggiore in quanto 

potrebbe comportare un rapido declino dell’osservazione (Clarke et al., 2000).  

 

 
              Fig.III.4  Test del Novel object recognition (NOR). 

 

Tutte le sessioni vengono registrate mediante una videocamera ad alta risoluzione Waterproof 

Action Camera (DBPOWER- SJ4000 SPORTS HD DV) posizionata ad una determinata distanza 

dall’arena sotto la quale viene posto un foglio bianco al fine di rafforzare il contrasto ed evitare la 

translucidità nel video. La superficie dell’arena e gli oggetti in esame vengono puliti prima e subito 

dopo le sessioni con etanolo al 70% per evitare che l’odore possa causare delle alterazioni. La 

capacità di ricognizione può essere valutata dal seguente indice: 
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Tale parametro è noto come indice di discriminazione (DI) il quale considera le differenze 

interindividuali nella quantità totale di esplorazione in esame (Akkerman et al., 2012b; van 

Goetham et al., 2012). Il DI può assumere un valore che va da 1 (esplorazione esclusiva del nuovo 

oggetto) a -1 (esplorazione esclusiva dell’oggetto familiare) e un valore positivo riflette una buona 

funzione mnemonica (Ennaceur et al., 2005; Van Goetham et al., 2012). I video delle sessioni 

registrate durante la fase di training e di test sono stati analizzati con il software Etholog (version 

2.2.5; Visual Basic, São Paulo, Brazil).  

 

III.3.1.3 Conditioned place preference test  

Il CPP è un test mnemonico che sfrutta il principio dell’apprendimento basandosi sullo 

spostamento nei diversi compartimenti caratterizzanti l’apparato. Tale test sfrutta l’associazione 

mentale tra un evento di ricompensa, come per esempio la scelta di un cibo particolare o una droga, 

e la localizzazione o il contesto ambientale dove l’animale ha precedentemente sperimentato la 

ricompensa dello stimolo (Figlewicz et al., 2004; Facciolo et al., 2012). Quest’apparato (Fig.III.5) 

consta di due camere uguali in plexiglass (74 cm di lunghezza, 57.4 cm di larghezza, 24.7 cm di 

altezza) e di una zona di collegamento, con un muro divisorio removibile posto al centro.  I due lati 

delle camere sono resi distinguibili da colori e materiali differenti e dall’orientazione di strisce 

poste in posizione verticale applicate alle pareti. 

 

 
Fig.III.5 Rappresentazione del Conditioned place preference (CPP) test. 
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Il test prevede tre fasi: 

- habituation (baseline session): gli animali vengono posizionati individualmente all’interno  

del maze e, dopo aver rimosso la parete divisoria, vengono lasciati liberi di esplorare 

l’intero apparato per 10 minuti. Il tempo trascorso in ciascuna arena viene registrato dallo 

sperimentatore e il lato in cui l’animale trascorrerà meno tempo diventerà la camera 

associata al cibo (food-paired context) mentre il lato di preferenza sarà l’ambiente non 

associato all’evento gratificante (non-food- paired context). 

 

- training: questa parte ha durata di sei giorni consecutivi (una sessione di 20 minuti al 

giorno) in cui per tre sessioni il criceto è stato isolato nell’arena associata al cibo (food-

paired context) e per le altre tre sessioni è stato isolato nell’arena completamente vuota 

(non-food- paired context). L’ordine delle sessioni è stato alternato.  

 
- test: è stato eseguito dopo due giorni dall’ultima sessione di training e l’animale posto nel 

maze, senza parete divisoria e senza presenza di cibo, è stato lasciato libero di esplorare 

tutte le camere per 15 minuti. 

La variabile dipendente utilizzata per l'analisi del CPP è stata il  punteggio di preferenza 

(preference score): 

 
 

Tale indice è dato dal rapporto tra il tempo trascorso nell’ambiente associato al cibo e il tempo 

totale trascorso nell’apparato durante i 10 minuti di baseline session e durante i 15 minuti di test. 

Se l'animale passa più tempo nella camera associata al cibo si deduce che il consolidamento 

mnemonico ha avuto un effetto soddisfacente e l’animale, cambiando il suo lato di preferenza, ha 

manifestato una buona capacità mnemonica. 

 

III.4 Prelievo ed Analisi Ematiche 

Al fine di procedere con le analisi morfo-strutturali e molecolari in distinte aree encefaliche, gli 

animali sono stati sacrificati e i cervelli sono stati rapidamente rimossi. Nella sezione cerebrale di 

interesse, identificata mediante l’ausilio dell’atlante di Morin and Wood (2001), il prelievo 
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dell’area (HIP, HTH, AMY) è stato effettuato sia a carico dell’emisfero destro che sinistro. Le aree 

cerebrali dopo essere state prelevate sono state poi congelate in azoto liquido e conservate a -80°C 

fino all’utilizzo, mentre il cervello intero è stato conservato a -40°C. Allo stesso tempo è stato 

eseguito il prelievo del sangue in modo da correlare il quadro lipidemico a parametri reputati 

indicatori specifici nell’insorgenza dei disordini metabolici. Allo stesso tempo è stata effettuata 

l’asportazione del fegato e del grasso addominale per confermare come tale cambiamento 

morfologico non solo può incidere sui valori ematici ma anche a livello di tessuti considerati 

bersagli specifici nell’obesità. I campioni di sangue sono stati raccolti in tubi eparinizzati e 

immediatamente centrifugati. Il siero è stato quindi decantato e conservato a 4° C. I livelli sierici 

dei seguenti parametri molecolari: i TRIG, il colesterolo totale (TC) e il glucosio sono stati misurati 

utilizzando i metodi colorimetrici enzimatici (CHOD-PAP, GPO-PAP, GOD POD) secondo il 

protocollo del produttore (BIOGRAMMA SRL, BIOTECNICA INSTRUMENTS, Roma, Italia). 

Le analisi ematiche sono state effettuate in collaborazione con la Dott.ssa Rosalinda Bruno presso 

il Laboratorio di Analisi del Centro sanitario, dell’Università della Calabria.  

 

III.5 Analisi neurodegenerativa mediante Amino Cupric Silver Stain (ACS)  

L’ACS è una colorazione istologica che consente la valutazione del danno neurodegenerativo a 

uno stadio avanzato senza tuttavia distinguere tra processi apoptotici e necrotici. Tale tecnica 

sfrutta la capacità dei sali d‘argento di reagire con i neuroni degenerati, depositandosi in essi e 

venendo ridotti ad argento metallico. Per tale procedura, gli encefali di Mesocricetus auratus 

congelati a – 40°C per tutti i trattamenti sperimentali considerati in questo studio sono stati tagliati 

al criostato in sezioni di 30 µm, conservate a 4°C fino all‘utilizzo.  

Il protocollo sperimentale dell‘ACS prevede i seguenti passaggi sperimentali:  

• Pre-impregnazione: le sezioni sono state immerse in una soluzione P di Preimpregnazione 

(nitrato d‘argento, acqua distillata, dl-alanina, nitrato di rame 0.5%, nitrato di cadmio 0.5%, 

nitrato di lantanio 0.5%, rosso neutro 0.5%, piridina, trietanolammina, isopropanolo) a 

50°C per 50 min e successivamente raffreddate a Ta per 2-3 h;   

• Impregnazione: le sezioni sono state risciacquate in acetone per 30 s ed immerse nella 

soluzione I di Impregnazione (nitrato d‘argento, acqua distillata, EtOH 100%, acetone, 

idrossido di litio 0.4%, idrossido d‘ammonio) per 45 min in costante agitazione;  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• Riduzione: le sezioni sono state trasferite in una soluzione R di Riduzione (formalina 10%, 

acido citrico monoidrato 1%, EtOH 100%, acqua distillata) a 32°C per 25 min, cui vengono 

aggiunti, a intervalli di 5 min e per 4 volte, 0.3 ml della soluzione I. I tessuti sono dunque 

trasferiti in acqua distillata e poi in acido acetico. Dopodiché è stato eseguito uno sciacquo 

in acqua per 1 h ed immersione overnight in acqua distillata;   

• Chiarificazione: le sezioni sono state ricoperte con la soluzione C1 di Chiarificazione 

(ferrocianuro di potassio 6%, clorato di potassio 4%, acido lattico) per 90 s a Ta. Dopo uno 

sciacquo in acqua distillata, esse sono state ricoperte per 90 s in soluzione C2 di 

Chiarificazione (permanganato di potassio 0.06%, acido solforico 6%) e trasferite in acqua 

distillata (2 cambi) per 3 min a Ta;   

• Stabilizzazione: le sezioni sono state trasferite in soluzione acquosa di tiosolfato di sodio 

2%, agitate per 2 min e risciacquate in acqua distillata per 3 min; in seguito esse sono state 

trasferite in Rapid Fixer (Kodak) per 4 min e, dopo sciacquo in acqua distillata, immerse 

per 20 min in rosso neutro 0.5%. Al termine della colorazione in rosso neutro, i tessuti sono 

stati disidratati (in alcol 50%, 70%, 95%, 100%) e sottoposti a differenziazione con una 

miscela di alcol-xylene (1:1), per completare con due immersioni in xylene puro e 

montaggio con DPX per l‘osservazione al microscopio ottico.  

 

III.6 Western blotting 

Tramite western blotting, tecnica immunologica ampiamente utilizzata nel campo della biologia 

molecolare è stato possibile indagare l’effetto dei diversi trattamenti sull’espressione di NTR1 e 

IL-10 in alcune aree cerebrali di interesse quali HTH, HIP e AMY. Subito dopo la dissezione, le 

suddette aree sono state omogenizzate in un buffer di lisi (Tris-HCl 20 mM, pH 7,6, Triton X-100 

da mM, glicerolo 10%, EDTA 2 mM), contenenti un cocktail di inibitori di proteasi, per 10 min a 

4°C. I campioni sono stati poi centrifugati a 13000 rpm, a 4°C, per 20 minuti. Il sovranatante è 

stato recuperato e conservato a -80°C per la successiva analisi immunologica. Le concentrazioni 

delle proteine estratte sono state determinate usando il saggio proteico Bradford (Bio-Rad 

Laboratories). Gli estratti tissutali (40 µg o 80 µg) sono stati aggiunti a 8 µl di tampone di 

caricamento e denaturati per 7 minuti a 95°C. Marcatori di peso molecolare preconfezionato della 

proteina (Thermo Scientific) e estratti proteici di tessuto sono stati separati tramite l’elettroforesi 

su gel di poliacrilammide (SDS-PAGE) al 10% o il 15% a 100 V per 1,5 o 2 ore.  
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Le proteine risolte sono state trasferite su una membrana di nitrocellulosa e bloccate con albumina 

sierica al 5% per 1h. Le membrane di nitrocellulosa sono state incubate per una notte a 4 ° C con i 

seguenti anticorpi: rabbit polyclonal anti NTR-1 (H-130; sc-15311, 1:500, Santa Cruz 

Biotechnology),  rat monoclonal anti-IL-10 (JES5-2A5; ab33471, 1:500, Abcam), goat polyclonal 

anti-γ-Tubulin antibody (C-20; sc-7396, 1:2000, Santa Cruz Biotechnology), mouse monoclonal 

anti-β-actin (ab8226, 1:500, Abcam). I blots sono stati quindi incubati con l'anticorpo secondario 

di capra [goat anti-rabbit (P044801-2, Dako), goat anti-rat (GTX77339, GeneTex) o goat anti-

mouse (P044701-2, Dako)] coniugato con perossidasi di rafano (HRP; P044801-2, Dako).  Il kit di 

chemioluminescenza della perossidasi di rafano aumenta il luminol e i reagenti ossidanti i quali 

svolgono la funzione di incrementare i segnali del blot. La densitometria è stata ottenuta tramite 

sistema di rivelazione a chemiluminescenza potenziata (Bio-Rad Laboratories). I dati relativi a tale 

analisi sono stati valutati con il software NIH Image J. L'espressione delle proteine target è stata 

normalizzata con i valori di densità ottica ottenuti per le proteine γ-Tubulina e β-actina. Ogni 

western è stato eseguito in triplicato. 

 

III.7 Analisi statistica 

I trattamenti e le successive analisi comportamentali sono stati effettuati su un minimo di 7 

esemplari per gruppo sperimentale e ciascun esperimento è stato condotto in duplicato. Per l’analisi 

neurodegenerativa l’osservazione al microscopio è stata condotta su almeno 6 sezioni encefaliche 

di un minimo di 3 esemplari diversi per trattamento. Nel caso dell’analisi molecolare, invece, sono 

state utilizzate le aree di encefali di almeno 4 esemplari e i western ripetuti in triplicato. I dati 

ottenuti dalle suddette indagini sono stati elaborati e sottoposti a specifiche analisi statistiche quali 

ANOVA one-way seguita da Newman Keuls Multiple Range post hoc Test quando il confronto è 

risultato p<0,05. 
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RISULTATI 

IV.1 Effetti di HFD sul feeding/drinking e home cage behaviors 

In questa prima parte delle osservazioni comportamentali, alcuni esemplari di Mesocricetus 

auratus esposti ad una HFD sono stati monitorati ogni settimana per evidenziare il tipo di effetto 

indotto dalla dieta sul body weight e sulle abitudini alimentari rispetto ai CTRL. Per tale obiettivo 

sono stati considerati la feeding duration, ovvero il tempo speso a mangiare, ed il food/water intake 

in cui sono state misurate quantità di cibo ed acqua assunti nel corso delle 12 settimane di 

trattamento. Per quanto concerne il monitoraggio del body weight (Fig.IV.1), si osserva un 

moderato incremento del peso corporeo in animali HFD, a partire dalla quinta settimana (+31%) 

che è risultato più accentuato (+55%) alla decima settimana per poi assestarsi attorno a +62% alla 

dodicesima settimana di trattamento rispetto ai CTRL. 

 
 
Fig.IV.1  Effetti della HFD sul body weight. La variazione del peso corporeo è 
espressa come media dei grammi (g ± s.e.m.) acquisiti dal gruppo HFD (n=7/10) 
rispetto ai CTRL (n=7/10). Le differenze significative sono state ottenute 
mediante analisi ANOVA e successivamente confrontate con Newman-Keuls 
Multiple Range post hoc Test quando p<0.05. *p<0.05; **p<0.01. 
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Contrariamente, il food intake registrato durante tale periodo ha indicato un sensibile decremento 

(-30%) da parte degli animali HFD nella quarta settimana di osservazione rispetto ai CTRL 

(Fig.IV.2).  È interessante notare che tale riduzione continua a persistere per tutta la durata delle 

osservazioni, suggerendo come l’aumento del peso corporeo non sembra essere dovuto alla 

quantità di cibo assunto ma al ricco contenuto energetico della dieta iperlipidica.  

 

 
 

Fig.IV.2  Effetti della HFD sul food intake. I dati, riportati come media della 
quantità (g ±s.e.m.) di cibo ingerito dagli animali sottoposti a dieta iperlipidica 
rispetto i CTRL, sono stati confrontati mediante analisi statistiche come indicato 
in Fig. 1; *p<0.05. 

 

 

Allo stesso tempo è stata effettuata una valutazione della feeding duration (Fig.IV.3) da cui è 

emerso un trend simile al food intake negli animali trattati con la dieta ipercalorica, come si può 

notare da una consistente diminuzione (-55%) di tempo dedicato a tale attività fisiologica per tutto 

il periodo di trattamento rispetto ai CTRL. Queste indicazioni tendono, ulteriormente, a rafforzare 

la tesi sulla qualità del cibo quale fattore primordiale, e non tanto i ritmi del food intake, alla base 

dei cambiamenti morfologici dei criceti iperlipidemici.  
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Fig.IV.3  Effetti della HFD sulla feeding duration. Il tempo medio (sec ± 
s.e.m.) speso a mangiare dagli HFD rispetto ai CTRL, è stato valutato 
mediante analisi statistiche come indicato in Fig. 1; *p<0.05. 

Il drinking behavior ha fornito tendenze alterate comparabili al feeding, nonostante i 

maggiori cambiamenti siano emersi solo a partire dalla sesta settimana, come si evince dall’assenza 

di alcun effetto sul water intake all’inizio di tale intervallo. In modo specifico si tratta di un 

moderato decremento (-30%) di H2O assunta rispetto ai CTRL (Fig.IV.4), che poi risulta più 

marcato (-60%) a partire dalla decima settimana fino alla fine del trattamento. 

 
Fig.IV.4  Effetti della dieta HFD sul water intake. I valori medi di acqua (ml ± 
s.e.m.) assunta dagli animali sottoposti a dieta iperlipidica rispetto i CTRL, sono 
stati valutati mediante analisi statistiche come riportato in Fig. 1; *p<0.05, 
**p<0.01. 
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Nel caso dei differenziati atteggiamenti manifestati dagli animali HFD all’interno della gabbia 

quali grooming, rearing, sniffing e vari movimenti spontanei, considerati essenziali per la 

determinazione della locomotor activity, è emerso in maniera simile al feeding behavior, un 

notevole decremento (-62%) di tali attività oltre ad ostacolare la loro capacità esplorativa rispetto 

ai CTRL (Fig.IV.5). 

 
Fig.IV.5  Effetti della HFD sulla locomotor activity. Il tempo medio (sec ± s.e.m.) 
trascorso a muoversi nella gabbia dagli HFD rispetto ai CTRL, è stato valutato 
mediante analisi statistiche come riportato in Fig. 1; **p<0.01. 

 

 

IV.1.2 Effetti della HFD sull’induzione di anxiety-like behaviors 

È interessante notare che le indicazioni derivanti dall’EPM, test specifico per la determinazione 

dei diversi stati emotivi, non ha rilevato consistenti risposte ansiolitiche/ansiogeniche negli animali 

iperlipidemici rispetto ai CTRL. Difatti, i criceti trattati con una HFD non hanno mostrato alcuna 

variazione significativa nel numero di entrate e uscite dai diversi bracci (total arms entries) rispetto 

ai CTRL (Fig.IV.6B), mentre è emersa solo una lieve preferenza per i bracci chiusi (closed arms) 

da parte degli animali iperlipidemici (Fig.IV.6A), che tuttavia non è risultata statisticamente 

significativa. 
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Fig.IV.6  Effetti di una dieta HFD sul (A) tempo di permanenza (sec ± s.e.m,) in 
open arms (bracci aperti) e closed arms (bracci chiusi) oltre al (B) numero di entrate 
(± s.e.m,) nell’EPM. Il tempo medio (sec ± s.e.m.) trascorso nei due bracci dell’EPM 
rispetto alla durata totale del test (300 sec) e il valore medio di entrate totali degli 
HFD rispetto ai CTRL, sono stati ottenuti mediante analisi statistiche come riportato 
in Fig. 1.  

 
 

IV.1.3 Effetti di HFD sulle funzionalità cognitive  

Dalle analisi del NOR test, è estremamente interessante che i criceti trattati con HFD non hanno 

mostrato alcuna preferenza per il nuovo oggetto, nel corso dei cinque minuti di test (Fig.IV.7), 

come si evince dal notevole decremento del DI (-152%) rispetto ai criceti non trattati (CTRL) che 

al contrario hanno, invece, esibito una maggiore tendenza esplorativa verso oggetti nuovi. 



Capitolo IV 

91 
 

 
Fig.IV.7  Effetto della HFD sul NOR test. Il DI (± s.e.m.) espresso in percentuale 
viene calcolato come differenza tra il tempo di esplorazione del nuovo oggetto e 
l’oggetto familiare rispetto al tempo totale di esplorazione di entrambi gli oggetti 
nei due gruppi sperimentali. La significatività riscontrata è stata ottenuta 
mediante analisi statistiche come riportato in Fig. 1; ***p<0.001. 

 

 

 

Al fine di individuare meglio gli effetti della dieta iperlipidica sulle abilità mnesiche, è stato 

eseguito un’ulteriore test quale il CPP, il cui training è finalizzato ad un consolidamento 

mnemonico a lungo termine. Anche in questo caso la dieta HF ha influito negativamente sulle 

performance cognitive dei criceti che hanno mostrato un sensibile decremento (-35%) del 

preference score verso la food-paired area rispetto ai CTRL (Fig.IV.8). Tale tendenza dimostra 

una ridotta capacità cognitiva e mnemonica, in quanto a differenza dei CTRL, l’animale HFD 

sembra non ricordare l’evento gratificante. 
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Fig.IV.8  Effetto di una HFD sul CPP test. I valori medi di preference score ± 
s.e.m. (numero di sec nell’area food-paired/sec totali) sono stati calcolati 
rispettivamente durante la baseline e la test session degli HFD rispetto ai CTRL, 
e le differenze sono state valutate mediante analisi statistiche come riportato in 
Fig. 1; *p<0.05. 

 

 

IV.2 Effetti del DZ sul feeding/drinking e home-cage performances in criceti HFD 

In questa parte si è cercato di stabilire se le proprietà nutrizionali/antiossidanti del DZ potessero 

essere estese anche alla regolazione delle attività del feeding/drinking dei criceti iperlipidemici 

oltre ai vari comportamenti condotti nella loro gabbia. Difatti, la somministrazione di DZ a criceti 

HFD di riferimento (baseline), nei quali era stato osservato un incremento di body weight rispetto 

ai loro CTRL (baseline), ha abolito tale effetto rispetto al solo gruppo HFD (baseline) in modo 

significativo dopo 30 giorni di trattamento come si può notare dalla moderata riduzione (-37%) del 

peso corporeo (Fig. IV.9). Al contrario, a 15 giorni di trattamento con il DZ non è stata riscontrata 

alcuna diminuzione significativa rispetto al gruppo HFD (baseline). 
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Fig.IV.9  Effetti del DZ sul body weight di criceti HFD. Le differenze significative 
del body weight di criceti HFD in presenza o assenza di DZ rispetto al CTRL (*) e 
rispetto al gruppo esposto alla sola HFD (lettere) sono state ottenute mediante 
ANOVA e successivamente confrontate con Newman-Keuls Multiple Range post 
hoc Test quando p<0.05; ap<0.05; **p<0.01.  

 
 

 

 

L’effetto positivo del DZ è stato riscontrato anche nel caso del feeding behavior come si evince dal 

notevole incremento della feeding duration (+96%) già dopo 15 giorni di somministrazione rispetto 

ai criceti baseline trattati con HFD (Fig.IV.10) i quali mostrano valori di tale parametro 

paragonabili ai livelli non solo del rispettivo CTRL+DZ ma anche rispetto al CTRL baseline. Tale 

tendenza si è mantenuta anche fino a 30 giorni come si può osservare dal simile incremento 

(+104%) della feeding duration rilevato a 15 giorni. 
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Fig.IV.10  Effetti del DZ sulla feeding duration di criceti HFD. Il tempo medio (sec. 
± s.e.m.) speso a mangiare dagli HFD in presenza o assenza di DZ rispetto al CTRL 
(*) e rispetto al gruppo esposto alla sola HFD (lettere) è stato valutato mediante analisi 
statistiche come indicato in Fig. 9; *p<0.05; cp<0.001. 

 

 

Similmente, il DZ ha indotto un miglioramento anche nelle performances motorie. In questo caso 

i comportamenti, quali rearing, movimenti spontanei e l’attività esplorativa, sono risultati più 

pronunciati (+90%), dopo 30 giorni di trattamento, non rispetto ai loro CTRL bensì rispetto agli 

animali trattati con HFD (Fig.IV.11). Per quanto concerne gli animali trattati con l’isoflavone dopo 

15 giorni, sembrerebbe che questo fitoestrogeno non avesse esercitato alcun effetto rispetto agli 

animali HFD tranne un moderato incremento (+30%) di tale attività registrato in questo periodo. 
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Fig.IV.11  Effetti del DZ sulla locomotor activity di criceti HFD. Il tempo medio (± 
s.e.m.) speso a svolgere diverse attività motorie da parte degli HFD in presenza o 
assenza di DZ rispetto al CTRL (*) e rispetto al gruppo esposto alla sola HFD 
(lettere), è stato valutato mediante analisi statistiche come riportato in Fig. 9; 
*,a<p0.05; **p<0.01; cp<0.001. 

 
IV.2.1 Effetti del DZ sugli anxiety-like behaviors  

Conseguentemente, è risultato interessante stabilire anche il ruolo del DZ sullo stato emotivo dei 

criceti HFD alla luce del recupero determinato dal fitoestrogeno sulle performances motorie e sul 

feeding; capacità che è stata verificata mediante la determinazione degli anxiety-like behaviors 

nell’EPM. Anche in questo caso, l’isoflavone ha esercitato un’azione protettiva in criceti HFD già 

a 15 giorni di trattamento come si è potuto osservare dalla moderata riduzione di permanenza nei 

closed arms (-35%; caratteristica di comportamenti anxiety-like) rispetto ai criceti HFD; riduzione 

che risulta essere ancora più bassa dei CTRL. L’azione di recupero da parte del fitoestrogeno sul 

comportamento alterato dei criceti HFD viene, inoltre, evidenziata da una maggiore permanenza 

negli open arms, anche se in maniera non significativa (Fig. IV.12A).  Nello stesso tempo, è stata 

registrata nei criceti HFD trattati con il DZ una maggior attività esplorativa all’interno del maze, 

suggerendo un comportamento del tipo non-anxiety like, come dimostrato da un evidente numero 

di entrate nelle differenti braccia (+57%) rispetto al gruppo HFD (Fig.IV.12B).   
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Fig.IV.12  Effetti del DZ in criceti HFD sul (A) tempo di permanenza (sec ± s.e.m,) in open 
e closed arms oltre al (B) numero di entrate (± s.e.m,) nell’EPM dopo 15 giorni di 
trattamento. Il tempo medio trascorso nei due bracci dell’EPM rispetto alla durata totale del 
test (300 sec) e il valore medio di entrate totali degli HFD in presenza o assenza di DZ 
rispetto al CTRL (*) e rispetto al gruppo esposto alla sola HFD (lettere), sono stati ottenuti 
mediante analisi statistiche come riportato in Fig. 9. Per tale analisi, i rispettivi controlli del 
gruppo HFD e del gruppo HFD+DZ sono comparabili e quindi per evitare confusioni nelle 
diverse correlazioni è stato usato solo il valore medio relativo al CTRL + DZ; ap<0.05.  

 

 

Una simile tendenza è stata riportata anche dopo 30 giorni di esposizione in cui il DZ ha continuato 

a ridurre la permanenza (-44%) nei closed arms negli animali HFD rispetto ai criceti trattati con la 

sola dieta HF. Durante questo periodo di trattamento, il DZ ha continuato ad esercitare un ruolo 

protettivo sullo stato emotivo dei criceti HFD come rilevato dal consistente aumento di permanenza 

(+64%) negli open arms rispetto al solo gruppo HFD (Fig.IV.13A).  
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Fig.IV.13  Effetti del DZ in criceti HFD sul (A) tempo di permanenza (sec ± s.e.m,) in open 
e closed arms oltre al (B) numero di entrate (± s.e.m,) nell’EPM dopo 15 giorni di 
trattamento. Il tempo medio trascorso nei due bracci dell’EPM rispetto alla durata totale del 
test (300 sec) e il valore medio di entrate totali degli HFD in presenza o assenza di DZ 
rispetto al CTRL (*) e rispetto al gruppo esposto alla sola HFD (lettere), sono stati ottenuti 
mediante analisi statistiche come riportato in Fig. 9. Per tale analisi, i rispettivi controlli del 
gruppo HFD e del gruppo HFD+DZ sono comparabili e quindi per evitare confusioni nelle 
diverse correlazioni è stato usato solo il valore medio relativo al CTRL + DZ; *,ap<0.05, 
bp<0.01, cp<0.001.  

 

Tale effetto viene ulteriormente rafforzato dal moderato numero totale di entrate (+47%) nelle 

differenti braccia dell’EPM eseguito dai criceti HFD+DZ rispetto ai CTRL, che sorprendentemente 

risulta essere estremamente pronunciato quando viene confrontato con i criceti HFD (+ 91%; 

Fig.13B). 
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IV.3 Effetti del DZ sulle alterazioni cognitive indotte dalla HFD 

Per quanto concerne l’abilità cognitiva dei criceti esposti ai suddetti trattamenti è stato possibile 

osservare un ruolo protettivo dell’isoflavone sulle performances mnemoniche mediante NOR test. 

Anche in questo studio, l’azione benefica del DZ è stata registrata, sorprendentemente già dopo 15 

giorni di trattamento, come evidenziato dal maggior tempo di esplorazione e da una migliore abilità 

di ricognizione verso l’oggetto nuovo da parte del gruppo HFD rispetto al gruppo (baseline) 

esposto solo alla dieta iperlipidica. Tali indicazioni sono state rappresentate dal consistente 

incremento del DI (p<0.001), un indicatore specifico delle performance cognitive, nei criceti HFD 

+ DZ rispetto al gruppo HFD (Fig.IV.14A). Questo fenomeno è stato mantenuto anche dopo i 30 

giorni di somministrazione del fitoestrogeno in cui i criceti hanno mostrato una maggiore 

predisposizione alla novità rispetto all’oggetto familiare, incrementando notevolmente il loro DI 

(p<0.001) rispetto ai criceti HFD (Fig.14B). 
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Fig.IV.14  Effetto del DZ sul NOR test in criceti HFD. Il DI (% ± s.e.m.) viene 
calcolato come differenza tra il tempo di esplorazione del nuovo oggetto e l’oggetto 
familiare rispetto al tempo totale di esplorazione di entrambi gli oggetti nei criceti 
HFD in presenza o assenza di DZ rispetto al CTRL (*) e rispetto al gruppo esposto 
alla sola HFD (lettere) dopo 15 (A) e 30 giorni (B) di trattamento. La significatività 
riscontrata è stata ottenuta mediante analisi statistiche come riportato in Fig. 9; ***, 

cp<0.001. 
 
IV.4 Analisi ematiche: effetto del DZ sul profilo lipidico e glicemico 

Immediatamente dopo il prelievo dell’encefalo e del sangue sono state eseguite delle analisi ematiche 

che da una parte hanno consentito di rilevare un profilo lipoproteico aterogenico del mio modello 

sperimentale, esito tipico di tale roditore quando viene esposto per lungo tempo a diete iperlipidiche, 

e dall’altra hanno confermato l’azione protettiva del DZ riportando i valori ematici ai livelli dei 

CTRL. Nel primo caso analizzato, i TRIG che sono i principali componenti del tessuto adiposo 

rappresentano un importante parametro indicativo della presenza di un disordine metabolico. Questa 

alterazione è stata rilevata nei nostri criceti HFD, dopo 12 settimane di dieta, in cui un notevole 

incremento ematico (+197%) dei TRIG rispetto ai CTRL è stato registrato (Fig.IV.15). Anche in 

questo caso, un effetto protettivo è stato esercitato dal fitoestrogeno mediante una moderata riduzione 

(-47%) dei livelli lipidici già a 15 giorni e che è diventata più consistente (-61%) a 30 giorni di 

trattamento rispetto ai criceti HFD.    
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Fig.IV.15  Effetto del DZ sul profilo lipidico di criceti HFD. I livelli dei 
trigliceridi plasmatici (mg/dl ± s.e.m.), degli HFD in presenza o assenza di DZ 
rispetto al CTRL (*) e rispetto al gruppo esposto alla sola HFD (lettere), dopo 
rispettivamente 15 e 30 giorni di trattamento, sono stati ottenuti mediante analisi 
statistiche riportate in Fig. 9; *,ap<0.05; **,b p<0.01; ***p<0.001. 
 

 

 

È stato ampiamente dimostrato che l’eccesso dei TRIG potrebbe causare anche un incremento del 

deposito di colesterolo. Difatti, nei criceti HFD, oltre ad uno stato di ipertrigliceridemia è stata 

riscontrata una consistente presenza di ipercolesterolemia come riportato dall’aumento (+76%) di tale 

sostanza lipoidea nel siero rispetto al gruppo sperimentale dei CTRL (Fig.IV.16). In linea con i 

risultati ottenuti per i TRIG, l’aggiunta del DZ nella dieta ha favorito un effetto benefico sia a 15 che 

a 30 giorni come riportato dal moderato abbassamento (-35%; -43%) del colesterolo ematico nei 

criceti HFD rispetto al gruppo esposto alla sola dieta iperlipidica.  
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Fig.IV.16  Effetto del DZ sul profilo lipidico di criceti HFD. I livelli del colesterolo 
(mg/dl ± s.e.m.), degli HFD in presenza o assenza di DZ rispetto al CTRL (*) e 
rispetto al gruppo esposto alla sola HFD (lettere), dopo rispettivamente 15 e 30 giorni 
di trattamento, sono stati ottenuti mediante analisi statistiche riportate in Fig. 9; 
ap<0.05; **p<0.01. 

 
 

 

 

Accanto al profilo lipoproteico l’utilizzo di alimenti ricchi di grassi incide negativamente 

sull’indice glicemico anche se, a differenza delle diete ricche di carboidrati, ne determina un tardivo 

incremento prolungato nei criceti HFD. Analogamente nel nostro studio l’esposizione della dieta 

HFD, per 12 settimane di trattamento, induce solo un moderato incremento glicemico (+41%) 

rispetto ai criceti non trattati (CTRL; Fig.IV.17). Al contrario, negli animali iperlipidemici, gli  

isoflavoni  ripristinano tale alterazione,  come si osserva  dal moderato  decremento  (-36%; -49%) 

del glucosio nel corso dell’intero trattamento con il DZ rispetto al gruppo HFD (baseline).  
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Fig.IV.17  Effetto del DZ sul profilo glicemico di criceti HFD. I livelli di glucosio 
(mg/dl ± s.e.m.), degli HFD in presenza o assenza di DZ rispetto al CTRL (*) e 
rispetto al gruppo esposto alla sola HFD (lettere), dopo rispettivamente 15 e 30 giorni 
di trattamento, sono stati ottenuti mediante analisi statistiche riportate in Fig. 9; 
*,ap<0.05. 

 

 
IV.4.1 Effetto del DZ sui parametri tessutali 

Parallelamente al profilo biochimico-clinico dello stato metabolico è stato determinato lo 

stato morfologico (attraverso il peso tessutale) di quelle sedi che sono specificatamente 

deputate alla trasformazione, all’accumulo e all’eliminazione degli elementi nutrizionali 

come il grasso addominale e il fegato. Per tale valutazione, il notevole incremento del grasso 

addominale (+380%), dopo 12 settimane di dieta HFD rispecchia l’alterato profilo lipidico 

dei criceti trattati. Questo andamento persiste anche durante il trattamento con il DZ a 15 

giorni di trattamento, come si è potuto constatare dal notevole incremento di peso (+167%), 

anche se numericamente più basso, nei criceti HFD rispetto al suo CTRL (Fig.IV.18), 

mentre tale  incremento è  risultato  essere  soltanto  moderatamente inferiore (-42%)  se 

confrontato  con il  solo  gruppo  HFD.  
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Fig.IV.18  Effetti di DZ sulla distribuzione del grasso addominale di criceti HFD. I 
valori medi del peso (g ± s.e.m.), degli HFD in presenza o assenza di DZ rispetto al 
CTRL (*) e rispetto al gruppo esposto alla sola HFD (lettere), dopo rispettivamente 
15 e 30 giorni di trattamento, sono stati ottenuti mediante analisi statistiche riportate 
in Fig. 9; ap<0.05; **,b p<0.01; ***p<0.001. 

 

 

Per quanto concerne il periodo  di 30 giorni di trattamento il peso tessutale ha continuato ad essere 

consistentemente (-64%) e moderatamente (-38%) diminuito quando comparato con i criceti HFD 

e HFD+DZ (15 giorni), rispettivamente. Nella stessa misura anche il peso del fegato ha mostrato 

un andamento simile, come si è potuto notare dal consistente incremento di tale peso nei criceti 

HFD (+60%) rispetto al CTRL (Fig.IV.19) confermando la presenza di un grave disordine 

metabolico. Tuttavia, il DZ sembrerebbe non influire sul peso del fegato dei criceti HFD, come 

evidenziato dalla lieve ma non significativa riduzione, sia a 15 che a 30 giorni di trattamento 

rispetto al gruppo HFD (baseline).  
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Fig.IV.19  Effetti di una dieta HF sul peso del fegato. I dati relativi ai valori medi 
ottenuti per il peso epatico (g ± s.e.m.), degli HFD in presenza o assenza di DZ rispetto 
al CTRL (*) e rispetto al gruppo esposto alla sola HFD (lettere), dopo rispettivamente 
15 e 30 giorni di trattamento, sono stati ottenuti mediante analisi statistiche indicate in 
Fig. 9; **p<0.01. 

 

 
IV.5 Effetti neurodegenerativi dell’HFD e neuroprotettivi del DZ 

Al fine di valutare se il fenomeno neurodegenerativo nelle diverse aree encefaliche di Mesocricetus 

auratus fosse alla base delle variazioni riscontrate nell’analisi comportamentale è stata eseguita la 

colorazione istologica ACS che consente di individuare la presenza di campi neuronali degenerati 

sfruttando la reazione argirofilica. Dalle analisi qualitative è stato possibile stabilire, sulla base 

dell’addensamento dei granuli nei diversi campi neuronali, che animali trattati con una dieta HF 

per 12 settimane mostravano numerosi campi danneggiati dell’HTH (Fig.IV.20A) rispetto ai CTRL 

(Fig.IV.20B), mentre il trattamento con il DZ alla dieta HF, per 30 giorni (periodo responsabile dei 

maggiori effetti protettivi sulle alterazioni comportamentali), ha causato una vistosa diminuzione 

dei granuli ACS comparabile a quelli dei CTRL (Fig.IV.20C).  
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Fig.IV.20  Effetti di DZ sulla neurodegenerazione dell’HTH in criceti HFD. La 
distribuzione dei granuli, ottenuti mediante l’ACS, è risultata fortemente 
marcata in animali trattati con una dieta HF per 12 settimane (A) rispetto al 
CTRL (B) mentre negli animali HFD + DZ per 30 giorni (C) tale reazione 
argentofilica ha rilevato pochi campi neuronali danneggiati. 

 

 

 

Tale andamento è stato osservato anche per le altre aree encefaliche come osservabile dal numero 

considerevole di neuroni degenerati riscontrati nell’HIP (Fig.IV.21) e nell’AMY (Fig.IV.22) le 

quali risultano entrambe coperte da densi livelli di granuli scuri. Similmente a quanto ottenuto per 

l’HTH, anche queste due aree hanno mostrato un forte recupero in seguito all’aggiunta del DZ alla 

dieta HF come osservato dai campi neuronali quasi privi di densi granuli tipici della reazione 

argirofilica. 
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Fig.IV.21  Effetti di DZ sulla neurodegenerazione dell’HIP in criceti HFD. La 
distribuzione dei granuli, ottenuti mediante l’ACS, è risultata fortemente 
marcata in animali trattati con una dieta HF per 12 settimane (A) rispetto al 
CTRL (B) mentre negli animali HFD + DZ per 30 giorni (C) tale reazione 
argentofilica ha rilevato pochi campi neuronali danneggiati. 

 

 
Fig.IV.22  Effetti di DZ sulla neurodegenerazione dell’AMY in criceti HFD. La 
distribuzione dei granuli, ottenuti mediante l’ACS, è risultata fortemente 
marcata in animali trattati con una dieta HF per 12 settimane (A) rispetto al 
CTRL (B) mentre negli animali HFD + DZ per 30 giorni (C) tale reazione 
argentofilica ha rilevato pochi campi neuronali danneggiati. 
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  IV.6 Effetti della HFD sull’espressione di NTR1 

Al fine di stabilire se il sistema NTergico è coinvolto nelle variazioni riscontrate durante le analisi 

comportamentali, è stata determinata l’espressione del recettore NTR1 maggiormente implicato 

negli effetti anoressigenici. Dai dati di western blotting è stata evidenziata una differenziata 

sintesi di tale recettore neuropeptidico già nell’HTH sia durante le osservazioni del NOR che del 

CPP in cui l’espressione del NTR1 risultava elevata (+135%) in criceti HFD rispetto al CTRL 

per il secondo test, mentre tale sito recettoriale dell’HTH non ha fornito alcuna implicazione sul 

NOR test (Fig.IV.23). 

 

 
Fig.IV.23  Espressione di NTR1 (Fold increase) nell’HTH di criceti 
HFD. I dati relativi al Western Blotting, riportati come valori O.D. 
(optical density) nei criceti HFD sono stati confrontati con quelli del 
CTRL mediante analisi statistiche indicate in Fig. 1; ***p<0.001.  

 
 

Diversamente l’HIP dei criceti HFD ha rilevato una tendenza sostanzialmente inversa, dove una 

notevole densità del recettore (+101%) è stata riscontrata, questa volta, dopo il NOR test e solo un 

moderato livello di espressione (+50%) è stato registrato dopo le performance comportamentali 

del CPP rispetto al CTRL (Fig.IV.24).  
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Fig.IV.24  Espressione di NTR1 (Fold increase) nell’HIP di criceti 
HFD. I dati relativi al Western Blotting, riportati come valori O.D. 
(optical density) nei criceti HFD sono stati confrontati con quelli del 
CTRL mediante analisi statistiche indicate in Fig. 1; *p<0.05; 
***p<0.001. 

 

 

 

 

Per quanto concerne l’AMY i livelli di espressione del NTR1 dei criceti HFD per questa struttura 

limbica sono risultati comparabili a quelli dell’HTH e precisamente notevoli livelli (+137%) di tale 

sito neuropeptidico hanno caratterizzato il CPP test mentre una moderata espressione (+46%) di 

tale recettore è stata rilevata dopo il NOR test rispetto al CTRL (Fig.IV.25). 
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Fig.IV.25  Espressione di NTR1 (Fold increase) nell’AMY di criceti 
HFD. I dati relativi al Western Blotting, riportati come valori O.D. 
(optical density) nei criceti HFD sono stati confrontati con quelli del 
CTRL mediante analisi statistiche indicate in Fig. 1; *p<0.05; 
***p<0.001. 

 

 

IV.7 Effetti del DZ sull’espressione di NTR1 

A questo punto è risultato interessante correlare l’effetto del DZ sulla capacità di espressione del 

NTR1 nelle stesse aree limbiche dei criceti HFD sia a 15 giorni che a 30 giorni di trattamento ma 

in quest’occasione soltanto dopo il NOR test (specifico per la determinazione delle funzioni 

cognitive) allo scopo di valutare il ruolo protettivo di tale fitoestrogeno sulle abilità mnemoniche. 

Per quanto riguarda l’HTH di animali HFD, questa regione limbica ha mostrato una moderata 

riduzione dell’espressione di NTR1 sia a 15 (-31%) che a 30 (-51%) giorni di trattamento rispetto 

ai loro CTRL (Fig.IV.26).  Tuttavia, il ruolo del fitoestrogeno tende ad emergere quando i livelli 

di questo sito neuropeptidico sono stati comparati con il gruppo HFD come si è evinto dal moderato 

decremento a 15 giorni (-32%) che è risultato essere ancora più consistente a 30 giorni (-63%).  
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Fig.IV.26  Effetti del DZ sull’espressione di NTR1 (Fold increase) 
nell’HTH di criceti HFD esposti al NOR. I dati relativi al Western Blotting, 
riportati come valori O.D. (optical density) nei criceti HFD in presenza o 
assenza di DZ rispetto al CTRL (*) e rispetto al gruppo esposto alla sola 
HFD (lettere), dopo rispettivamente 15 e 30 giorni di trattamento, sono stati 
ottenuti mediante analisi statistiche indicate in Fig. 9; *,ap<0.05; b p<0.01. 

 
 

Sorprendentemente nell’HIP, tale fitoestrogeno ha, inizialmente, indotto una moderata riduzione 

dei livelli di NTR1 (-33%) a 15 giorni di trattamento (Fig.IV.27), e questa tendenza è risulta più 

consistente (-66%) a 30 giorni rispetto al CTRL. Anche in questo caso l’effetto dell’isoflavone ha 

assunto un ruolo sempre più dominante se confrontato con gli animali esposti alla sola dieta HF 

come dimostrato dai consistenti bassi livelli recettoriali (-64%) a 15 giorni per poi diventare 

notevolmente più basso (-82%) a 30 giorni.  
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Fig.IV.27  Effetti del DZ sull’espressione di NTR1 (Fold increase) 
nell’HIP di criceti HFD esposti al NOR. I dati relativi al Western Blotting, 
riportati come valori O.D. (optical density) nei criceti HFD in presenza o 
assenza di DZ rispetto al CTRL (*) e rispetto al gruppo esposto alla sola 
HFD (lettere), dopo rispettivamente 15 e 30 giorni di trattamento, sono stati 
ottenuti mediante analisi statistiche indicate in Fig. 9; *p<0.05; **,b 

p<0.01; ***,cp<0.001. 
 

 

L’AMY tende a conservare un andamento simile all’HTH come si è potuto notare, anche in questo 

caso, con una moderata riduzione recettoriale (-48%) dei criceti HFD solo a 30 giorni di 

esposizione al DZ rispetto al CTRL (Fig.IV.28). Diversamente, tale condizione è risultata 

maggiormente modificata quando gli effetti del fitoestrogeno sono stati comparati con gli animali 

HFD ed in modo specifico i livelli di NTR1 sono diminuiti moderatamente (-42%) e 

consistentemente (-64%) a 15 giorni e 30 giorni di trattamento.  
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Fig.IV.28  Effetti del DZ sull’espressione di NTR1 (Fold increase) 
nell’AMY di criceti HFD esposti al NOR. I dati relativi al Western 
Blotting, riportati come valori O.D. (optical density) nei criceti HFD in 
presenza o assenza di DZ rispetto al CTRL (*) e rispetto al gruppo esposto 
alla sola HFD (lettere), dopo rispettivamente 15 e 30 giorni di trattamento, 
sono stati ottenuti mediante analisi statistiche indicate in Fig. 9; *,ap<0.05; 
b p<0.01. 

 
IV.8 Effetti del DZ sull’espressione di IL-10  

Le indicazioni relative agli eventi neurodegenerativi, tenderebbero a suggerire che le preponderanti 

azioni infiammatorie caratterizzanti i disordini metabolici, sono verosimilmente mediate dal 

rilascio di fattori anti-infiammatori come IL-10. Nel caso dell’espressione del fattore anti-

infiammatorio nell’HTH di criceti HFD è risultata inattiva rispetto al CTRL dopo il NOR test 

(Fig.IV.29). Al contrario, l’esposizione con l’isoflavone ha indotto, sorprendentemente, un 

notevole incremento di tale citochina rispettivamente a 15 giorni e 30 giorni di trattamento, in 

seguito al confronto sia con i loro CTRL (+65%; +125%) che con il gruppo HFD (+95%; +209%).  
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Fig.IV.29 Effetti del DZ sull’espressione di IL-10 (Fold increase) nell’HTH 
di criceti HFD. I dati relativi al Western Blotting, riportati come valori O.D. 
(optical density) nei criceti HFD in presenza o assenza di DZ rispetto al 
CTRL (*) e rispetto al gruppo esposto alla sola HFD (lettere), dopo 
rispettivamente 15 e 30 giorni di trattamento, sono stati ottenuti mediante 
analisi statistiche indicate in Fig. 9; **p<0.01; c, ***p<0.001. 

 
 

Diversamente, i livelli dell’IL-10 nell’HIP di criceti HFD sono risultati moderatamente ridotti 

rispetto al CTRL dopo il NOR test (Fig.IV.30). Tale tendenza è stata, invece, invertita dopo 

l’esposizione con DZ come si è potuto notare dal moderato incremento (+40%) dell’IL-10 a 15 

giorni di trattamento, condizione che risulta, ulteriormente più pronunciata (+91%) a 30 giorni 

rispetto ai loro CTRL. In linea con questo tipo di effetto, l’espressione di tale citochina è risultata 

notevolmente incrementata (+209%; +295%) per entrambi i periodi di trattamento quando il ruolo 

del DZ è stato correlato ai soli criceti esposti alla dieta iperlipidica. 
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Fig.IV.30  Effetti del DZ sull’espressione di IL-10 (Fold increase) nell’HIP 
di criceti HFD. I dati relativi al Western Blotting, riportati come valori O.D. 
(optical density) nei criceti HFD in presenza o assenza di DZ rispetto al 
CTRL (*) e rispetto al gruppo esposto alla sola HFD (lettere), dopo 
rispettivamente 15 e 30 giorni di trattamento, sono stati ottenuti mediante 
analisi statistiche indicate in Fig. 9; *p<0.05; c, ***p<0.001. 

 
 

 

Per quanto concerne l’AMY, le espressioni riscontrate per l’IL-10 sono risultate evidenti solo a 30 

giorni di trattamento con l’isoflavone come si è potuto osservare dal moderato aumento (+42%) 

rispetto al CTRL, valore che è risultato estremamente incrementato (+91%) quando confrontato 

con i soli criceti HFD (Fig.IV.31).    
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Fig.IV.31 Effetti del DZ sull’espressione di IL-10 (Fold increase) nell’AMY 
di criceti HFD. I dati relativi al Western Blotting, riportati come valori O.D. 
(optical density) nei criceti HFD in presenza o assenza di DZ rispetto al 
CTRL (*) e rispetto al gruppo esposto alla sola HFD (lettere), dopo 
rispettivamente 15 e 30 giorni di trattamento, sono stati ottenuti mediante 
analisi statistiche indicate in Fig. 9; *p<0.05; cp<0.001. 
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Nel presente lavoro i risultati ottenuti forniscono le prime indicazioni sul ruolo protettivo che 

l’isoflavone DZ esercita sul nostro modello roditore ibernante (Mesocricetus auratus) 

iperlipidemico mettendo, al contempo, in evidenza nuove strategie molecolari encefaliche 

implicate, non solo nel mantenimento del bilancio energetico ma soprattutto nella regolazione dei 

disordini dell’ansia e sui meccanismi mnemonico-cognitivi. A tal riguardo, l’utilizzo di regimi 

dietetici sbilanciati nell’apporto dei nutrienti, negli ultimi anni, ha aiutato la ricerca a sviluppare e 

simulare fenotipi obesi, oltre a comprendere gli effetti che un disordine metabolico grave può avere 

sul comportamento alimentare e psico-fisico (Zhang et al., 2015; Ratner et al., 2016). Difatti, nei 

criceti dopo esposizione prolungata di una HFD sono stati riscontrati alterati comportamenti del 

feeding come evidenziato da una riduzione della feeding duration e del food/H2O intake oltre ad 

un incremento del body weight. Tali variazioni indotte dal feeding behavior sono in linea con 

quanto riportato da precedenti studi in cui l’assunzione di diete iperlipidiche riducono 

notevolmente l'ampiezza del ritmo quotidiano del comportamento alimentare attraverso diversi 

meccanismi ancora oggi poco chiari (Branecky et al., 2015). Si suppone che HFD induca un surplus 

di energia responsbile dell’obesità in cui l’aumento di peso corporeo non sia dovuto alla quantità 

di cibo assunta ma all’elevato contenuto energetico presente nella dieta. È stato, inoltre, mostrato 

come l’assunzione di energia negli animali HFD non sembri essere influenzata dall’aumento di 

ormoni ipotalamici implicati nel controllo del feeding, come la leptina, che sebbene sopprima la 

quantità di cibo, ha poco effetto sull’apporto calorico (Chakraborty et al., 2016).  

Accanto a queste conseguenze morfologiche, indotte da HFD è emersa una correlazione 

negativa tra l’assunzione di diete iperlipidiche e l’attività locomotoria, in quanto i criceti hanno 

mostrato un ridotto livello di rearing, grooming ed explorative behaviors in accordo con gli effetti 

di topi esposti ad una dieta HF, nonostante tali deficit motori siano stati riscontrati a partire dal 

primo giorno di trattamento (Branecky et al., 2015). In questo caso i vari fattori periferici e del 

SNC come il sistema DAergico-mesolimbico, che controllano le azioni indotte da cattive abitudini 

alimentari (inclusi i difetti locomotori), sono alla base della carenza di regolari movimenti 

esploratori e del blocco di qualsiasi forma di locomozione (Bjursell et al., 2008; Kravitz et al., 

2016). Tali attività, legate alla DA, hanno causato nette condizioni di obesità in topi knockdown 

(per questo neuromediatore), in seguito alla HFD, rispetto a topi wild-type con conseguenti 

ripercussioni sulle attività fisiche e nutrizionali (Beeler et al., 2016).  

Conseguentemente lo stato emotivo di criceti HFD espresso durante l’EPM test, ha evidenziato 

una loro maggiore permanenza negli ambienti chiusi, indice di un comportamento ansioso 
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nonostante gli stessi abbiano esibito atteggiamenti esplorativi. Per tale osservazione, stati emotivi 

simili e depressivi sono da attribuire al consumo di una dieta iperenergetica che innalza non solo i 

livelli di corticosterone ematico, ma allo stesso tempo, promuove l’insorgenza di condizioni di 

insulino-resistenza periferica a causa di un alterato coinvolgimento del circuito ipofisario-

ipotalamico-surrenale (HPA) con manifestazioni di stati d’ansia nonché tendenze anedoniche ed 

ipoattività (Pratchayasakul et al, 2011; Dutheil et al., 2016). Queste indicazioni sono, ulteriormente 

rafforzate dall’azione ansiogenica indotta da un’eccessiva assunzione di cibi a base di saccarosio 

che portano ad una maggiore condizione di stress, e quindi ad una ridotta reattività motoria 

(Rebolledo-Solleiro et al., 2017).  

Sul piano prettamente mnesico, l’analisi delle performance cognitive nel NOR test, effettuato 

su criceti HFD ha rilevato un decremento significativo del DI come suggerito dalla loro ridotta 

capacità di esplorazione verso oggetti ed ambienti nuovi rispetto a quelli familiari.  Questa tendenza 

è fortemente in accordo con ratti caratterizzati da un marcato disordine metabolico associato a stati 

depressivi, d’ansia e soprattutto accentuati deterioramenti cognitivi legati ad una ridotta attrazione 

verso oggetti nuovi (Gancheva and Zhelyazkova-Savova, 2016). In questo contesto, le incapacità 

cognitive sono correlate ad alterati processi neuronali come indicato da studi condotti su topi 

transgenici per malattie neurodegenerative, in cui l’esposizione ad una dieta iperlipidica tende ad 

accelerare tali difetti attraverso l’incremento dello stato ossidativo neuronale oltre ad elevati livelli 

di apoptosi soprattutto a carico dei centri HIP (Sah et al., 2017) che va nella stessa direzione di 

animali diabetici con lunghi periodi di ipoglicemia (McNeilly et al, 2016). Parallelmente, anche il 

CPP, coerentemente con il NOR, ha evidenziato una leggera riduzione del preference score nei 

criceti HFD, poiché le condizioni obesogeniche hanno influenzato la loro preferenza per il lato non 

associato al cibo, aspetto che denota una diminuita capacità cognitiva e mnemonica facendo 

supporre l’inabilità dell’animale di ricordare l’evento gratificante (Kanoski et al., 2011). Anche in 

questo caso lo stato iperlipidico interferisce sulle funzionalità HIP mediante una riduzione delle 

spine dendritiche dell’area CA1 che evoca alterati segnali long-term potentiation (LTP) in topi e 

di conseguenza una riduzione dei processi di consolidamento mnenomico (Johnson et al., 2015; 

Kim et al., 2015).  

Per quanto concerne il ruolo del DZ sugli aspetti psico-fisici, i criceti HF trattati con tale 

fitoestrogeno hanno mostrato un forte ripristino delle prestazioni nutrizionali come si è potuto 

osservare dal ridotto body weight, soprattutto dopo 30 giorni, nonostante manifestino un 

comportamento edonico verso il cibo.  Analogamente, topi trattati con DZ, per lo stesso intervallo 
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di tempo, hanno evidenziato un aumento dell'assunzione di cibo senza incrementare il loro peso 

corporeo (Lund et al., 2001), sottolineando come i frequenti intervalli locomotori inducono un 

maggiore consumo energetico che ha agito da effetto compensatorio. D’altronde, questo effetto 

può essere strettamente associato all’interazione del DZ (o dei suoi metaboliti) con i siti ER 

dell’HTH poiché la delezione specifica di questo sito ha attivato lo stimolo di feeding, una 

maggiore richiesta energetica e quindi un aumento del peso corporeo, condizione tipica di uno stato 

anabolico (Musatov et al., 2007; Zeng et al., 2010; Xu et al., 2015) La predominanza degli 

isoflavoni su tale effetto trova conferma con l’interferenza del sito ERα del VMN provocando una 

marcata sindrome metabolica con conseguente obesità, iperfagia, oltre ad una ridotta tolleranza al 

glucosio ed un basso dispendio energetico (Musatov et al., 2007).       

In maniera simile agli effetti di DZ sul feeding, questo fitoestrogeno ha recuperato la scarsa 

abilità locomotoria dei criceti HFD durante l’intero periodo di trattamento, ma soprattutto a 30 

giorni, che è risultato comparabile all'incrementata attività locomotoria spontanea all’interno della 

novel cage in topi trattati con lo stesso isoflavone (Zeng et al., 2010; Ahmed et al., 2017). Anche 

per questa attività vengono indicati i recettori ERα quali elementi chiave nell'esplicare gli effetti 

dell’isoflavone come suggerito dalla disfunzione genica di ERα, ma non di ERβ, maggiormente 

responsabile della notevole attività esplorativa nell’open fields (Chambers et al., 2007; Mosquera 

et al., 2014). Il trattamento con DZ ha ristabilito anche la reattività dell’animale nell’EPM già dopo 

15 giorni di dieta nei criceti HFD i quali hanno trascorso meno tempo nei bracci chiusi oltre a 

manifestare un consistente incremento del numero di entrate totali in tutti i bracci dell’intero maze. 

Analogamente, tale fitoestrogeno somministrato agli animali HFD per un tempo più prolungato ha 

provocato una disinibizione come dimostrato da un incremento del periodo trascorso nei bracci 

aperti oltre che dal numero più elevato di intervalli di esplorazione. Anche in questo caso l'effetto 

di DZ sembra favorire l'induzione di uno stato ansiolitico che è in linea con l'interazione di questo 

fitoestrogeno con il sito ERβ (ansiolitico) più che il sito α, come indicato da una prevalenza di stati 

ansiolitici e depressivi in topi correlati ad elevati livelli encefalici del sito β (Sharama and Thakur, 

2015). Nel caso delle performances mnemoniche, i criceti HFD trattati con DZ hanno esibito una 

maggiore abilità di riconoscimento dell’oggetto nuovo, nel corso del NOR test, già da subito; la 

rapidità e l'efficienza con cui l’isoflavone ha invertito il declino cognitivo è in accordo con quanto 

rilevato sia nell’uomo che in diversi modelli di roditori (Kean et al., 2015; Matias et al., 2016). 

Diversi studi ipotizzano, infatti, che gli isoflavoni di soia possono migliorare la cognizione, 

attraverso la protezione contro lo stress ossidativo, aumentando i livelli di antiossidanti nel tessuto 
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cerebrale e nel sangue (Gleason et al., 2015), azioni che prevedono l’attivazione dei siti ERβ, il 

quale ritengo possa agire come sito chiave delle azioni neuroprottetive per il DZ favorendo una 

consistente capacità mnemonica, che è linea con l’inabilità del sito α a promuovere attività di 

riconoscimento sociale (Bernal-Mondragón et al., 2017). 

L’azione protettiva esercitata dal DZ sulle performance comportamentali e sul body weight 

è stata anche evidenziata su i profili lipidici e glicemici ematici. Difatti i livelli della glicemia, del 

colesterolo e dei TRIG, che risultavano fortemente alterati dalla dieta HF sono stati attenuati dal 

derivato dell'isoflavone di soia soprattutto dopo 30 giorni di trattamento in accordo con i ridotti 

livelli di colesterolo sia in ratti ovariectomizzati che in quelli intatti dopo lo stesso intervallo di 

esposizione al DZ (Bhattarai et al., 2017). Similmente, la somministrazione della genisteina, 

isoflavone appartenente alla stessa famiglia del DZ che esplica azioni agonistiche sui recettori ER, 

ha profondemente ridotto l'alterato profilo lipoproteico in topi HFD (Guo et al., 2009; Tang et al., 

2015). Per quanto concerne l’azione ipoglicemizzante esercitata dal derivato della soia (usato nel 

mio lavoro) sembrerebbe che tale riduzione sia legata all’abbassamento degli stati ossidativi 

glucosio-dipendenti, condizione correlata alla soppressione dei fattori antiinfiammatori come 

ossido nitrico sintetasi inducibile, cicloossigenasi-2 e NF-KB (Park et al., 2016).  

Al fine di correlare le alterazioni fisico-comportamentali a danni neuronali, indotti dalla dieta 

HF nelle suddette aree limbiche (HTH, HIP ed AMY), l’analisi ACS ha rilevato un notevole 

accumulo di granuli (indice di morte cellulare) mediante la determinazione della reazione 

argentofilica, che coincide con i processi neurodegenerativi. Effetti che sono stati prontamente 

invertiti dopo 30 giorni di trattamento con DZ. In questo caso le alterazioni riportate ai diversi 

livelli encefalici risultano essere legati alle azioni obesogeniche-dipendenti che consistono 

nell’insorgenza di uno stato di insulino-resistenza accompagnata da diminuiti livelli della proteina 

chinasi B oltre alla calpain1 ed all’eme ossigenasi-1 (Kang et al., 2015; Karelina et al., 2016). Le 

azioni protettive (Occhiuto et al., 2008) espresse dall’isoflavone sono in accordo con quanto 

indicato da recenti evidenze in cui effetti neurotossici cerebrali sono stati arrestati in seguito al 

ripristino di fattori di pro-neurogenesi come BEX2 e tirosina idrossilasi (Li et al., 2017) oltre alla 

riduzione dei fattori pro-infiammatori quali ROS e p38 MAPK fosforilata (Chinta et al., 2013). 

Questi risultati enfatizzano il ruolo protettivo del DZ sul sistema immunitario durante i disordini 

metabolici. È ormai noto come l’eccesso di tessuto adiposo degli obesi sia fortemente associato 

agli eventi molecolari pro-infiammatori e pertanto il rilascio di citochine potrebbe costituire un 

elemento chiave implicato nella diffusa disfunzione sinaptica responsabile della morte cellulare. 
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Tuttavia, nel mio studio il DZ, in condizioni iperlipidiche, determina un effetto opposto come è 

emerso dal notevole incremento della citochina anti-infiammatoria (IL-10) a livello delle aree 

limbiche analizzate, rispetto ai bassi livelli registrati nei criceti HFD. In accordo con il ruolo 

benefico dell’IL-10, studi in vitro su co-colture adipociti-macrofagi trattate con questo citochina 

hanno dimostrato un suo effetto anti-obesità ed anti-infiammatorio (Toita et al, 2016) 

probabilmente attraverso la inibizione della Jun N-terminal chinasi (JUNK) fosforilata portando, 

di conseguenza, alla riduzione dei macrofagi del tessuto adiposo, tipica dell’insulino-resistenza 

(Sakamoto et al., 2016). L'integrazione di isoflavoni di soia contenente prevalentemente DZ e 

daidzin (glucoside del DZ) ha, inoltre, determinato profili di espressione genica antinfiammatoria 

nei tessuti adiposi delle donne in post-menopausa (Setchell et al., 2003; van der Velpen et al., 

2014), che rafforzerebbe ulteriormente la favorevole strategia terapeutica dell’IL-10 indotta dal 

DZ. 

Parallelmente l’elevata espressione trascrizionale del NTR1 nei criceti HFD è stata 

fortemente ridotta dall’isoflavone in maniera area specifica. In particolare, incrementati livelli di 

tale recettore sono stati riscontrati nell’HTH e nell’AMY dopo il CPP test e nell’HIP dopo il NOR 

test. Quest’ultima relazione viene corroborata dai risultati di recenti studi che hanno evidenziato 

un ruolo inibitorio da parte di diete HF sull’esecuzione della memoria episodica e spaziale a causa 

dell’alterata organizzazione neuronale (Sarfert et al., 2017) e dell’up-regulation del NTR1 (Vadnie 

et al., 2014; Li et al., 2016) in seguito alle condizioni infiammatorie dell’HIP. Il recupero dei deficit 

mnemonici è da attribuire all’elevata disponibilità di siti ERβ che legandosi con DZ riducono 

l’espressione di NTR1 e favoriscono, a loro volta, l’incremento di processi di neurogenesi a livello 

dell’HIP con conseguente ripristino cognitivo (Bastos et al., 2015; Yamada et al., 2016; Bernal-

Mondragón et al., 2017). In tale contesto, l’affinità strutturale dell’isoflavone con gli estrogeni 

rafforza la partecipazione dei ERα/β sull’espressione dei NTR1, attraverso l’attivazione 

dell’AMPK (Cheong et al., 2014), in maniera analoga agli effetti della genisteina su tale recettore 

periferico (Prasad et al., 2004). Pertanto, non dovrebbe sorprenderci che la somministrazione di 

diete a base di DZ o genisteina, costituiscono applicazioni terapeutiche per migliorare l’attività 

cognitiva e motoria anche in modelli roditori per AD (Kobilo et al., 2014; Peña-Altamira et al., 

2017) attraverso la riduzione trascrizionale del NTR1 (Xiao et al., 2014).  

Contestualmente gli elevati livelli di NTR1 nell’HTH e nell’AMY dopo il CPP sono in linea 

con una ridotta motivazione dei criceti nell’eseguire qualsiasi forma di attività motoria a causa 

delle loro condizioni iperlipidiche. Questo aspetto è in accordo con gli effetti indotti da HFD in 
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topi KO per NT, i quali assorbono meno acidi grassi alimentari, essendo protetti dall'obesità, dalla 

resistenza all'insulina (Kim and Mizuno, 2008; Leinninger et., 2011; Levitas-Djerbi et al., 2015) e 

soprattutto esibiscono una accentuata attività locomotoria (Vadnie et al., 2014). È interessante 

notare che diverse ipotesi sono state avanzate in merito ed in particolare sembrerebbe che fibre 

NTR1 contenenti LepRb siano sovrapposte con siti GABAAergici contenenti anche essi LepRb. 

Quando i livelli di NTR1 sono elevati viene indotta una soppressione di feeding e controllo 

energetico probabilmente attraverso l’attivazione dei siti GABAergici-LepRb che bloccano la via 

ORXergica a livello HTH (Goforth et al., 2014; Brown et al., 2017). A tale riguardo numerose 

evidenze hanno suggerito come la somministrazione intracerebrale o intraperitoneale di NT induca 

la soppressione acuta dell'assunzione di cibo nei ratti in accordo con quanto osservato nei nostri 

modelli sperimentali (Boules et al., 2000; Cooke et al., 2009; Li et al., 2016). Diversamente, 

l’interazione del solo NTR1 favorisce gli effetti obesogenici quali assorbimento del grasso 

intestinale e steatosi epatica con conseguente incremento del peso corporeo (Dijkman and Watt, 

2015; Woodsworth et al., 2017) mediante la riduzione di AMPK ed ERK, enzimi intracellulari 

rilevanti per l’omeostasi metabolica oltre all’attività locomotoria (Li et al., 2016; Voyer et al., 

2017). Pertanto, non solo le persone obese e insulino-resistenti hanno maggiori probabilità di avere 

livelli elevati dell'ormone precursore (Pro-NT), nel loro sangue ma anche gli individui non obesi 

hanno mostrato il doppio della probabilità di sviluppare obesità rispetto alle persone con livelli più 

bassi (Li et al., 2016).  

 

In conclusione, questi primi dati evidenziano il recupero da parte del DZ sulle alterazioni 

neurocomportamentali indotte da una HFD e soprattutto il suo effetto neuroprotettivo 

sull’infiammazione e sulla neurodegenerazione che caratterizzano i disordini metabolici dei criceti. 

A livello comportamentale tale fitoestrogeno ha ripristinato le condizioni corporee dell’animale 

HFD oltre alle alterate attività locomotorie associate ad un comportamento ansioso come suggerito 

dalle indagini condotte nell’EPM. Nel contempo, anche le capacità mnemoniche osservate nel 

NOR sono state fortemente recuperate in accordo con l’utilizzo di diete a base degli isoflavoni che 

fortemente riducono gli episodi di anxiety-like behaviors e di conseguenza migliorano 

l’esplorazione verso ambienti ed oggetti nuovi (Khodamoradi et al., 2017; Lee et al., 2017). Dalle 

differenziate attività trascrizionali dell’IL-10 e del NTR1 è emersa la possibilità che più di un 

pathway, in maniera estrogeno dipendente, modula sia gli effetti della HFD che l’azione di recupero 

DZ in aree cerebrali specifiche nel controllo di prestazioni mnemoniche oltre agli stimoli 
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dell’appetito (Fujitani et al., 2015; Loutchanwoot et al., 2015; Arlt et al., 2017). Pertanto, questi 

primi risultati propongono nuovi meccanismi molecolari in grado di innescare risposte 

neuroprotettive e adattive con eventuali applicazioni terapeutiche alternative per la cura 

dell’obesità. Tale aspetto è in via di indagine anche in studi in vitro dove l’azione neuroprottetiva 

del DZ sarà valutata su colture HTH di 7-9 giorni sottoposte a trattamenti con acido palmitico 

(agente responsabile di neuroinfiammazione) al fine di fornire indicazioni utili sulla capacità 

dell’isoflavone di recuperare la vitalità e la differenzazione neuronale compromesse in maniera 

comparabile alle condizioni di obesità.  
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ACS: Aminio Cupric Silver Stain 

AD: Alzheimer’s disease 

AgRP: Agouti related protein 

AMY: Amigdala 

ARC: Nucleo arcuato 

BBB: Barriera ematoencefalica 

BDNF: Brain-derived neurotrophic factor 

BMI: Indice di massa corporea 

CART: Cocaine-amphetamine regulated transcript 

CHR: Corticotropina 

CKK: Colecistochinina 

COR: Corteccia 

COX-2: Cicloossigenasi 2 

CPP: Conditioned place preference 

CREB: cAMP response element-binding protein 

CRP: Proteina C reattiva 

CTRL: Controllo 

DA: Dopamina 

DI: Indice di discriminazione 

DIO: Obesità indotta dalla dieta 

DMH: Ipotalamo dorsomediale 

DZ: Daidzein 

EPM: Elevated plus maze 

ER: Recettori estrogenici 

FFAs: Acidi grassi liberi in eccesso 

GABA: Acido γ-amminobutirrico 

HFD: High fat diet 

HIP: Ippocampo 

HTH: Ipotalamo 

IL-1,10,17A: Interleuchina-1,10,17A 

JNK: c-Jun N-terminal kinases 

KO: Knock-out 

LHA: Nucleo dell’ipotalamo laterale 

MAP Proteine chinasi attivate da mitogeno 
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MC4R: Recettore 4 della melanocortina 

mPFC: Corteccia prefrontale mediale 

NFkB: Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells 

NMDA: Recettore N-metil-D-aspartato 

NN: Neuromedina 

NOR: Novel object recognition  

NPY: Neuropeptide Y 

NT: Neurotensina 

NTR1-2-3-4: Recettori 1-2-3-4 della neurotensina  

NTS: Nucleo del tratto solitario 

ORXA-B: Orexina A-B 

PD: Parkinson’s Disease 

PKC: Proteina chinasi C 

POMC: Neuroni che esprimono la proopiomelanocortina 

PVN: Nucleo paraventricolare 

PYY: Peptide YY 

SCAT: Tessuto adiposo sottocutaneo 

SNC: Sistema Nervoso Centrale 

TC: Colesterolo totale 

TGF- β: Tissue growth factor-β 

TNF-α: Tumor necrosis alfa 

TRIG: Trigliceridi 

VAT: Tessuto adiposo sottoviscerale 

VCAM: Vascular cell adhesion protein 

VMN: Nucleo ventromediale 

VP: Pallido ventrale 

VTA: Area tegmentale ventrale 

WHO: World Health Organization 

WM: Working memory 

α-MSH: α-melanocyte-stimulating hormone 


