
 

 

UNIVERSITÁ DEGLI STUDI DI NAPOLI 

“FEDERICO II” 

 

 

 

 

 

 

 

 

SCUOLA POLITECNICA E DELLE SCIENZE DI BASE 

AREA DIDATTICA SCIENZE MATEMATICHE, FISICHE E NATURALI 

 

 

XXXIII CICLO DOTTORATO 

in 

BIOLOGIA 

 

“Effetti di diete ad elevato contenuto di grassi e fruttosio sullo stress ossidativo, 

infiammazione e insulino – resistenza” 

 

“Effects of lipid and fructose rich diets on oxidative stress, inflammation and 

insulin-resistance” 

 

 

 

TUTOR                          DOTTORANDA  CORDINATORE 

Ch.ma Prof.ssa   Cristina Gatto                    Ch.mo Prof.  

Susanna Iossa       Salvatore Cozzolino

      

 

   

ANNO ACCADEMICO 2020/2021  



 

1 

 

ABSTRACT 3 

SOMMARIO 6 

INTRODUZIONE 10 

CAPITOLO 1: IL FEGATO 11 

1.1 NAFLD 11 

1.2 Patogenesi della NAFLD 14 

1.3 Meccanismo di sviluppo della NAFLD 16 

CAPITOLO 2: IL TESSUTO ADIPOSO 20 

2.1 Obesità e tessuto adiposo 20 

2.2 Tessuto adiposo bianco: accumulo di energia e secrezione di ormoni e adipochine 23 

2.3 Pathways molecolari che collegano l’infiammazione riscontrata nell’obesità e 

l’insulino-resistenza 25 

2.4 Crosstalk tra tessuto adiposo e sistema nervoso centrale (SNS) 28 

CAPITOLO 3: IL CERVELLO 30 

3.1 Western diet e aging 30 

3.2 Western diet e funzionalità cognitiva 31 

3.3 Basi neuronali dei deficit cognitivi causati da una western diet 35 

SCOPO DELLA TESI 38 

DISEGNO SPERIMENTALE 43 

MATERIALE E METODI 45 

Misura della composizione corporea 45 

Misura del contenuto energetico della carcassa 45 

Misura del contenuto lipidico, proteico e di acqua della carcassa 46 

Misura del bilancio energetico 47 

Profilo plasmatico 49 

Test di tolleranza al glucosio 49 

Markers infiammatori plasmatici 50 

Attività mitocondriale in ippocampo, corteccia prefrontale e fegato 51 



 

2 

 

Composizione del fegato 52 

Misura del danno ossidativo in omogenati di ippocampo, corteccia prefrontale e fegato 53 

Lipogenesi nel fegato 55 

WESTERN BLOT nel fegato, e-wat, ippocampo e corteccia prefrontale 57 

Markers infiammatori in e-wat, fegato, ippocampo e corteccia prefrontale 60 

Analisi statistiche 61 

RISULTATI 62 

Composizione corporea 62 

Parametri plasmatici 63 

Omeostasi glicemica e sensibilità all’insulina nel fegato 66 

Composizione epatica 68 

Lipogenesi de novo 70 

Markers di danno ossidativo epatico 71 

Markers di infiammazione epatica 73 

Funzione epatica mitocondriale 75 

Attività mitocondriale nel cervello 77 

Markers di danno ossidativo in ippocampo e corteccia prefrontale 80 

Espressione proteica di UCP2, PGC-1α, PPARα 82 

Tessuto adiposo bianco (e-WAT) 84 

Markers di infiammazione e-WAT, ippocampo e corteccia prefrontale 85 

Segnalazione dell’insulina nel e-WAT, ippocampo e corteccia prefrontale 90 

DISCUSSIONE 92 

BIBLIOGRAFIA CITATA 104 

BIBILIOGRAFIA CONSULTATA 133 

ELENCO PUBBLICAZIONI 146 

 

  



 

3 

 

ABSTRACT 

Obesity is one of the major problems of the 21st century as it contributes to the 

increasing prevalence of chronic diseases related to it, including insulin 

resistance, type 2 diabetes (Zatterale et al., 2020) and neurodegenerative diseases. 

Growing evidence suggests a critical role for overeating in the development of 

these diseases. In particular, fats and sugars have been identified as risk factors 

for overweight and neuro-degeneration, especially in middle age, which 

represents an early stage of the aging process in which animals are more prone to 

develop insulin resistance and liver damage (steatopatitis, fibrosis and cirrhosis) 

(Lohr et al., 2016). In addition, it has been observed that one of the factors that 

can mostly contribute to aging and alter brain function is the diet and in particular 

the consumption of high fats-high sugars diet (Granholm et al. 2008). 

Mitochondrial dysfunction and oxidative stress contribute to induce an 

impairment of cerebral functions. (Papa et al., 2008). 

Obesity is accompanied by a chronic low-grade of inflammation in the adipose 

tissue, considered a crucial risk factor for the development of insulin resistance 

and type 2 diabetes in obese. The triggers of inflammation of the adipose tissue 

are still poorly defined. However, obesity-induced expansion of adipose tissue 

produces intrinsic signals (adipocytes death, hypoxia, and mechanical stress) 

capable to induce the inflammatory response (Zatterale et al., 2020). The 

increased risk for obese to develop brain diseases may be due to the ability of 

adipose tissue to communicate with the brain and affect its function. Therefore, 

the analysis of specific markers, whose adipose and / or brain levels are influenced 

by diet, could help to uncover the intersection between obesity and neuro-
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degeneration. In particular, pro-inflammatory cytokines, such as tumor necrosis 

factor alpha (TNFα), are implicated in the development of neuronal insulin 

resistance (Lourenco et al., 2013). To this aim an experimental model of middle-

aged rats (11 months) was used. The rats were fed with a high- fat-high-fructose 

diet (HFF rats), named "western diet" and compared with rats of the same age that 

were fed with a control diet (LF rats). The HFF rats showed a significant increase 

in body weight, energy and lipid gain compared to the LF rats. The HFF rats 

showed hepatic insulin resistance, along with an increase in plasma triglycerides, 

cholesterol and tumor necrosis factor alpha. Liver lipids, triglycerides and 

cholesterol were higher in HFF rats, while a significant decrease in stearoyl-CoA 

desaturase activity was found in this tissue. A marked increase in the amount of 

mitochondrial respiratory chain complex I protein was found in HFF rats, 

concomitant with a decrease in its contribution to mitochondrial respiration. Lipid 

peroxidation as a marker of oxidative stress, as well as the activity of NADPH 

oxidase, were significantly higher in HFF, while the antioxidant enzyme catalase 

decreased in these rats. Myeloperoxidase activity and lipocalin content increased, 

while peroxisome proliferator-activated gamma receptor decreased in HFF rats. 

On brain, mitochondrial function was analyzed by high resolution respirometry in 

the two areas mostly involved in neurodegenerative diseases: hippocampus and 

prefrontal cortex. Markers of oxidative stress were also evaluated, as well as the 

protein content of the uncoupling protein 2 (UCP2), peroxisome proliferator – 

activated receptor – gamma coactivator ( PGC)-1 alpha and the peroxisome 

proliferator-activated receptor alpha (PPARα). A decrease in the amount of  

complexes I and II , and an increase in the amount of complex IV in the 

hippocampus was found following dietary treatment, thus showing a greater 
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susceptibility than the cortex. Feeding an HFF diet induced a significant reduction 

in the amount of UCP2, PGC-1α and PPARα, in both brain areas. 

In order to study the metabolic response of both the white adipose tissue and the 

brain in middle-aged rats fed a typical Western diet (rich in saturated fat and 

fructose, HFF) and to verify if there is a similarity between the two tissues, 

specific cyto / adipokines (tumor necrosis factor alpha (TNF-α), adiponectin), 

critical inflammatory markers of obesity (haptoglobin, lipocalin) and insulin 

signaling pathway (insulin receptor substrate 1 (IRS), Akt , Erk) were evaluated 

out in both epididymal white adipose tissue (e-WAT), hippocampus and frontal 

cortex. A significant increase in TNF-α was found both in the e-WAT and in the 

hippocampus of HFF rats, while the expression of haptoglobin and lipocalin was 

affected differently in the various tissues. Interestingly, the amount of adiponectin 

was found to be significantly reduced in the e-WAT, hippocampus and frontal 

cortex of HFF rats. Insulin signaling was impaired by the HFF diet in e-WAT but 

not in the brain. The obtained results, provide evidence that middle-aged rats show 

susceptibility to a short-term "western diet", showing impaired redox 

homeostasis, insulin resistance, early mitochondrial changes in the liver, impaired 

brain function with the hippocampus more susceptible to metabolic insults and 

the similarities in the response between the adipose tissue and the brain are 

highlighted to underline a possible "crosstalk" between the two areas. 
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SOMMARIO 

L'obesità rappresenta uno dei principali problemi del 21° secolo in quanto 

contribuisce alla crescente prevalenza di malattie croniche ad essa correlate, tra 

cui la resistenza all'insulina, il diabete di tipo 2 (Zatterale et al.,2020) e malattie 

neurodegenerative. Prove crescenti suggeriscono un ruolo critico della 

sovralimentazione nello sviluppo di tali patologie. In particolare, grassi e zuccheri 

nella dieta sono stati identificati come fattori di rischio per il sovrappeso e la 

neuro-degenerazione, soprattutto nella mezza età, che rappresenta una fase 

precoce del processo di invecchiamento in cui gli animali sono maggiormente 

preposti a sviluppare insulino-resistenza e danni al fegato (steatopatiti, fibrosi e 

cirrosi) (Lohr et al.,2016). In più è stato osservato come uno dei fattori che può 

maggiormente contribuire all’invecchiamento e alterare la funzionalità celebrale 

è rappresentato dalla dieta ed in particolare dal consumo di diete ad elevato 

contenuto di grassi e zuccheri (Granholm et al.2008). La disfunzione 

mitocondriale e lo stress ossidativo contribuiscono all’alterazione celebrare (Papa 

et al.,2008). 

 L’obesità è accompagnata da un'infiammazione cronica di basso grado nel 

tessuto adiposo, considerata un fattore di rischio cruciale per lo sviluppo 

dell'insulino-resistenza e del diabete di tipo 2 negli individui obesi. I fattori 

scatenanti dell'infiammazione del tessuto adiposo sono ancora scarsamente 

definiti. Tuttavia, l'espansione del tessuto adiposo indotta dall'obesità produce 

segnali intrinseci (ad es. morte degli adipociti, ipossia e stress meccanico) in grado 

di avviare la risposta infiammatoria (Zatterale et al.,2020). L'aumento del rischio 

per gli individui obesi di sviluppare malattie cerebrali potrebbe essere dovuto alla 
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capacità del tessuto adiposo di comunicare con il cervello e influire sulla sua 

funzione. Pertanto, l'analisi di markers specifici, i cui livelli adiposi e / o cerebrali 

sono influenzati dalla dieta, potrebbe contribuire a svelare l'intersezione tra 

obesità e neuro- degenerazione. In particolare, le citochine pro-infiammatorie, 

come il fattore di necrosi tumorale alfa (TNFα), sono implicate nello sviluppo 

dell'insulina-resistenza neuronale (Lourenco et al.,2013). 

Per valutare l'effetto di 4 settimane con una dieta ad alto contenuto di grassi e 

fruttosio sulla composizione corporea, il bilancio energetico, i marcatori specifici 

di stress ossidativo, infiammazione e la sensibilità all'insulina nel fegato è stato 

utilizzato un modello sperimentale costituito da ratti di mezza età (11 mesi). Tali 

ratti sono stati alimentati con una dieta ricca di acidi grassi saturi e fruttosio (i ratti 

HFF), imitando la "western diet" e confrontati con ratti della stessa età che sono 

stati alimentati una dieta di controllo (ratti LF). I ratti HFF hanno mostrato un 

aumento significativo nell'aumento di peso corporeo, energia e lipidi rispetto ai 

ratti LF. I ratti HFF hanno mostrato resistenza all'insulina epatica, insieme ad un 

aumento dei trigliceridi plasmatici, del colesterolo e del fattore di necrosi 

tumorale alfa. I lipidi epatici, i trigliceridi e il colesterolo erano più elevati nei ratti 

HFF, mentre in questo tessuto è stata riscontrata una significativa diminuzione 

dell'attività della stearoil-CoA desaturasi. Nei ratti HFF è stato riscontrato un 

marcato aumento della quantità di proteine del complesso I della catena 

respiratoria mitocondriale, concomitante a una diminuzione del suo contributo 

alla respirazione mitocondriale. La perossidazione lipidica come marcatore dello 

stress ossidativo, così come l’attività della NADPH ossidasi, erano 

significativamente più alta nei HFF, mentre l’enzima antiossidante catalasi 

diminuiva in questi ratti. L'attività della mieloperossidasi e il contenuto di 
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lipocalina sono aumentati, mentre il recettore gamma attivato dal proliferatore dei 

perossisomi è diminuito nei ratti HFF.  

A livello celebrale la funzione mitocondriale è stata analizzata mediante 

respirometria ad alta risoluzione nelle due aeree maggiormente coinvolte in 

patologie neurodegenerative: ippocampo e corteccia prefrontale. Sono stati 

valutati anche i marcatori dell'equilibrio ossidativo, nonché il contenuto proteico 

della proteina disaccoppiante 2 (UCP2), del coattivatore 1-alfa (PGC-1α) del 

recettore gamma attivato da proliferatori dei perossisomi e del recettore alfa 

attivato dai proliferatori dei perossisomi (PPARα). Una diminuzione della 

quantità dei complessi I e II seguita da un aumento della quantità del complesso 

IV nell’ippocampo è stato riscontrata in seguito al trattamento dietetico mostrando 

pertanto una maggiore suscettibilità rispetto alla corteccia. L'alimentazione con 

una dieta HFF ha indotto una significativa riduzione della quantità di UCP2, PGC-

1α e PPARα, in entrambe le aree cerebrali. 

In fine per studiare la risposta metabolica sia del tessuto adiposo bianco che del 

cervello in ratti di mezza età alimentati con una tipica dieta occidentale (ricca di 

grassi saturi e fruttosio, HFF) e verificare se esiste una somiglianza tra i due 

tessuti. Cito / adipochine specifiche (fattore di necrosi tumorale alfa (TNF-α), 

adiponectina), marcatori infiammatori critici dell'obesità (aptoglobina, lipocalina) 

e via di segnalazione dell’insulina (substrato 1 del recettore dell'insulina (IRS), 

Akt, Erk) sono state valutate sia nel tessuto adiposo bianco dell'epididimo (e-

WAT), che nell'ippocampo e nella corteccia frontale. E’ stato riscontrato un 

aumento significativo del TNF-α sia nell'e-WAT che nell'ippocampo dei ratti 

HFF, mentre l'espressione dell'aptoglobina e della lipocalina è stata influenzata in 

modo diverso nei vari tessuti. È interessante notare che la quantità di adiponectina 
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è stata trovata significativamente ridotta nell'e-WAT, nell'ippocampo e nella 

corteccia frontale dei ratti HFF. La segnalazione dell'insulina è stata compromessa 

dalla dieta HFF nell'e-WAT ma non nel cervello. I risultati ottenuti forniscono la 

prova che i ratti di mezza età mostrano suscettibilità a una "dieta western" a breve 

termine, mostrando omeostasi redox alterata, resistenza all'insulina, alterazioni 

mitocondriali precoci nel fegato, conseguenze marginali della funzionalità 

celebrale con l’ippocampo maggiormente suscettibile agli insulti metabolici e 

vengono evidenziate le somiglianze nella risposta tra il tessuto adiposo e il 

cervello a sottolineare un possibile “crosstalk” tra i due compartimenti. 
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INTRODUZIONE 

Negli ultimi 50 anni la popolazione ha cambiato drasticamente il proprio modo di 

vivere e le abitudini alimentari. Questi cambiamenti hanno portato ad un crescente 

aumento dell’incidenza di diabete e obesità (Ezquerra E. et al, 2008). Il tasso di 

obesità si è triplicato nei paesi in via di sviluppo, che hanno adottato una “western 

diet”, caratterizzata da un elevato consumo di cibi economici ad alta densità 

energetica, accoppiata ad un basso livello di attività fisica (Hassain P. et al, 2007). 

Numerosi studi epidemiologici hanno sottolineato una correlazione positiva tra la 

“western diet” e un’elevata incidenza di obesità, complicazioni cardiovascolari, 

cancro al colon, osteoporosi e malattie croniche dei reni (Heidemman C. et al, 

2008). Oltre alla predisposizione genetica, all'inattività fisica e all'ambiente 

prenatale, le diete basate su alimenti ricchi di energia, grassi e/o zuccheri sono 

riconosciute come la principale causa dell'ambiente obesogenico nell'uomo 

(Nolan C.J. et al., 2011). Il consumo di grandi quantità di zucchero aggiunto, una 

fonte importante di calorie negli alimenti trasformati o preparati e nelle bevande 

caloriche (ad es. bibite analcoliche) è un fenomeno relativamente nuovo (Ludwig 

D.S., 2000). A metà del XIX secolo, questi dolcificanti divennero ampiamente 

disponibili e il loro consumo iniziò ad aumentare notevolmente (Tappy L. et al., 

2010). Il fruttosio è usato commercialmente come sostituto dolcificante (sciroppo 

di mais ad alto contenuto di fruttosio) del glucosio o del saccarosio, nella 

preparazione di dolci e bevande gassate (Elliott SS. Et al., 2002). È stato 

recentemente confermato che il consumo di elevate quantità di carboidrati 

raffinati in cibi e bevande aumenta il rischio di dislipidemia (Welsh JA et al., 

2010), obesità, resistenza all'insulina (Dekker MJ et al., 2010) e malattie cardiache 
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(Vasdev S. et al., 2004). Inoltre, è stato suggerito che il consumo cronico di una 

dieta occidentale, caratterizzata da cibi ricchi di zuccheri e grassi saturi, abbia un 

ruolo nello sviluppo del diabete di tipo 2 (T2DM) (Van Dam RM et al., 2002). 

Nell'ultimo decennio, i grassi e gli zuccheri della dieta sono stati identificati anche 

come fattori di rischio per il declino cognitivo e la neuro degenerazione, attraverso 

il metabolismo cerebrale alterato, l'infiammazione dei neuroni e la disfunzione 

neuronale (Luppino et al., 2010). 
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CAPITOLO 1: IL FEGATO 

1.1 NAFLD 

L'obesità è legata alla patogenesi della steatosi epatica non alcolica (NAFLD), 

dalla condizione apparentemente benigna della steatosi epatica alla steatoepatite 

non alcolica (NASH), che può portare a condizioni cliniche più gravi di cirrosi e 

cancro al fegato (epatocarcinoma). L'obesità è caratterizzata dall’espansione del 

tessuto adiposo. Un eccesso di molecole secretorie (adipochine, citochine, acidi 

grassi liberi e altre porzioni lipidiche) dal tessuto adiposo può portare a uno stato 

metabolico alterato con infiammazione e resistenza all'insulina e contribuire alla 

progressione della NAFLD (Qureshi K et al., 2007). L'evidenza dell'insulino-

resistenza del tessuto adiposo nei pazienti obesi con NAFLD suggerisce che 

l'espansione e / o la disfunzione del tessuto adiposo giochi un ruolo nello sviluppo 

e nella progressione della NAFLD (Gastaldelli A et al., 2009). Una stretta 

relazione tra l'espansione del tessuto adiposo bianco epididimale (eWAT) e lo 

sviluppo e la progressione della NAFLD nei topi altamente sensibili a una dieta 

ricca di grassi supporta questa teoria (Duval C et al., 2010). Per ottenere 

informazioni sulla patogenesi della NASH, sono stati sviluppati modelli di 

ipernutrizione legati all'obesità basati su una dieta occidentale ad alto contenuto 

di grassi saturi di origine animale e zuccheri aggiunti sotto forma di fruttosio e / 

o saccarosio, che imita il consumo di zucchero negli adulti (Welsh et al., 2010) e 

bambini (Reedy J et al., 2010). Il fruttosio, in presenza di una dieta ricca di grassi, 

può esacerbare il deposito di grasso, l'infiammazione, lo stress ossidativo e la 

fibrosi nel fegato ma forse non l'intolleranza sistemica al glucosio e l'insulino-

resistenza (Charlton M et al., 2011). L'aumento dell'assunzione di fruttosio è stato 
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associato ad un aumento della fibrosi epatica nei pazienti con NAFLD 

(Abdelmalek MF et al., 2010). La presenza di fibrosi nel fegato è un importante 

predittore di esiti avversi a lungo termine, incluso il diabete e la progressione 

verso la cirrosi (Ekstedt M et al., 2006). Il modello di consumo di una dieta 

occidentale ad alto contenuto di grassi e zuccheri nei topi è stato originariamente 

sviluppato come modello di studio per la progressione della NAFLD (Kohli R et 

al., 2010) e sembra rispecchiare gli uomini obesi con NASH lieve, come 

recentemente riportato in un'analisi approfondita del fenotipo della fisiopatologia 

epatica (Machado MV et al., 2015). Tuttavia, potrebbe essere un buon modello 

per altre condizioni croniche associate all'obesità, come il diabete, le malattie 

cardiovascolari e il morbo di Alzheimer. Una maggiore comprensione dei fattori 

che portano alla disfunzione del tessuto epatico e adiposo nella NASH e in altre 

condizioni legate all'obesità rappresenta un'importante area di indagine, perché 

sono necessari nuovi bersagli terapeutici per il trattamento della NASH e di altre 

condizioni legate all'obesità. Data l'importanza del modello animale di obesità con 

consumo di una dieta occidentale ad alto contenuto di grassi e zuccheri, si sa poco 

sullo sviluppo della disfunzione metabolica in tale modello. In particolare, non è 

noto se i cambiamenti nel dispendio energetico, nell'attività o nell'assunzione di 

cibo siano alla base del fenotipo obeso. Inoltre, se il consumo di zucchero 

sottoforma di bevande esacerba lo sviluppo di intolleranza al glucosio, resistenza 

all'insulina e la disfunzione del tessuto adiposo nel modello animale è attualmente 

oggetto di studio (Yuwen L. et al., 2015) 
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1.2 Patogenesi della NAFLD 

La NAFLD è una malattia complessa e i fattori che promuovono lo sviluppo della 

steatosi e quelli che innescano risposte infiammatorie epatiche e fibrogenesi 

possono entrare in gioco in parallelo o in maniera sequenziale con diverse 

gerarchie lungo l'intero spettro della malattia. Nel 1998, sono state fatte due 

ipotesi sull’origine di questa malattia (Buzzetti at al., 2016). Queste ipotesi 

consideravano la steatosi come un primo colpo per il fegato, che potrebbe in un 

secondo momento progredire in NASH / fibrosi. Questo concetto è cambiato dal 

momento che risulta essere troppo semplicistico poiché i fattori che influenzano 

lo sviluppo e la progressione della malattia sono molteplici. L’ipotesi attuale 

implica una miriade di fattori che agiscono in modo parallelo e sinergico negli 

individui con predisposizione genetica, il che spiegherebbe i diversi fenotipi 

osservati clinicamente. Sebbene la progressione dalla sola steatosi (chiamata 

anche NAFLD) alla NASH sia generalmente concepita come un processo 

sequenziale, la marcata eterogeneità che esiste in termini di risultati clinici di 

questi due sottogruppi ha portato al concetto che NAFLD e NASH possono 

corrispondere a due entità diverse. Quindi, la   lesione agli epatociti che si verifica 

nella NASH, portando alla morte cellulare, infiammazione locale e fibrogenesi, si 

verificherebbe molto presto nella malattia innescata e sarebbe sostenuta da molti 

fattori diversi, come resistenza all’insulina, adipochine, fattori nutrizionali e 

microbiota intestinale, nonché fattori genetici ed epigenetici. 

In alternativa, la lesione agli epatociti e morte cellulare non si verificherebbero 

nella NAFLD, forse a causa di una maggiore capacità delle cellule del fegato di 

affrontare il sovraccarico di acidi grassi (FA). In questo caso, l’analisi istologica 
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mostra una steatosi blanda a causa dell'assenza di lipotossicità (Buzzetti et al., 

2016).  

Pertanto, NAFLD e NASH possono anche essere viste come entità 

completamente separate. Sebbene plausibile, questa visione non è generalmente 

accettata perché la progressione dalla NAFLD alla NASH è stata documentata in 

una grande percentuale di pazienti (McPherson et al., 2015). 
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1.3 Meccanismo di sviluppo della NAFLD 

Il fegato è un organo dinamico che svolge ruoli critici in molti processi fisiologici, 

compresa la regolazione sistemica del metabolismo del glucosio e dei lipidi. La 

disfunzione epatica del metabolismo lipidico è una causa della NAFLD, il 

disturbo epatico cronico più comune in tutto il mondo ed è strettamente associato 

alla resistenza all'insulina e al diabete di tipo 2 (Matthew et al., 2019). L'omeostasi 

lipidica epatica è strettamente regolata da un complesso sistema di vie di 

segnalazione/trascrizione gestite da ormoni, fattori di trascrizione e recettori 

nucleari con la segnalazione dell’insulina che gioca un ruolo fondamentale (Han. 

et al, 2016). L'accumulo di trigliceridi (TG) è probabilmente il primo passo nella 

fisiopatologia della NAFLD e risulta da uno squilibrio tra la sintesi e l'utilizzo dei 

TG. Nei pazienti con obesità o diabete mellito di tipo 2, lo sviluppo di insulino - 

resistenza porta a una lipolisi non inibita nel tessuto adiposo, generando un flusso 

eccessivo di acidi grassi non esterificati (NEFA) nel fegato. I grassi introdotti con 

la dieta e la lipogenesi de novo (DNL), che è potenziata nella NAFLD (Lambert 

et al., 2014), sono le altre due fonti che contribuiscono all'accumulo di grasso 

epatico. La sintesi epatica di FA è un processo catalizzato principalmente da due 

enzimi, acetil-CoA carbossilasi (ACC) e acido grasso sintasi (FAS), e controllato 

a livello trascrizionale tramite l'attivazione della proteina 1c legante gli elementi 

regolatori degli steroli (SREBP-1c) mediante l’insulina e tramite l'attivazione 

della proteina legante gli elementi che rispondono ai carboidrati (ChREBP) dal 

glucosio. A sua volta, l'attività di entrambi i fattori di trascrizione è controllata da 

LXR (ChaJ et al., 2008). LXR regola entrambi gli elementi di risposta e induce 

direttamente la ACC e la FAS (Mitro et al, 2007).  La DNL è marcatamente 

aumentata nella NAFLD principalmente a causa della coesistente iperinsulinemia 
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e dell'eccessiva assunzione di zuccheri semplici, come il fruttosio, che attivano 

rispettivamente SREBP-1c e ChREBP (Softic et al., 2016). E’ interessante notare 

che nei pazienti con NAFLD, la DNL non è soppressa a digiuno, sottolineando il 

ruolo importante per questa via nella steatosi epatica.  

Sono stati effettuati studi per comprendere l'origine dei TG epatici nella NAFLD 

utilizzando isotopi stabili marcati, che hanno indicato che gli FA sierici (derivati 

dalla lipolisi nel tessuto adiposo) possono rappresentare fino al 60% dei TG 

epatici nei pazienti con  NAFLD, mentre il contributo della DNL è stato 

dimostrato essere fino a tre volte superiore nei pazienti con NAFLD rispetto ai 

controlli, ed  è stato stimato del 25% nei pazienti con NAFLD, mentre il  

contributo dietetico  è di circa il 15% (Donnelly et al., 2005). Anche un utilizzo 

alterato dei TG correlato a ossidazione epatica alterata dei FA o alterata sintesi 

e/o secrezione di lipoproteine a densità molto bassa (VLDL) può contribuire 

all'accumulo di TG. L'ossidazione epatica dei FA si verifica nei mitocondri, nei 

perossisomi o nei microsomi, portando a una produzione di energia ad alto 

rendimento. Durante il digiuno, la principale fonte di energia è la β-ossidazione 

degli acidi grassi, dove gli acidi grassi liberi entrano nel ciclo citrico dopo essere 

stati scomposti in acetil-CoA. Per essere utilizzati per la β-ossidazione, gli acidi 

grassi a catena lunga (LCFA) devono essere trasportati ai mitocondri mediante la 

conversione da parte dell'acil-CoA-sintetasi ad acil-CoA nel citosol. Gli LCFA 

vengono trasportati nella membrana mitocondriale esterna dalla carnitina 

palmitoil transferasi 1 (CPT1). La CPT1 è inibita dal malonil-CoA (un intermedio 

chiave nella DNL) e dall'insulina (McGarry et al., 1997) e attivata dal recettore 

per i proliferatori perossisomiali alpha (PPARα) (Rogue et al., 2011). Il ruolo 

della beta ossidazione mitocondriale nella NAFLD non è chiaro, perché sono stati 
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pubblicati studi che mostrano tassi sia ridotti che aumentati di ossidazione dei FA 

nella NAFLD, con alcuni studi che dimostrano una compromissione con la 

progressione alla NASH (Kawano et al., 2013). Per quanto riguarda l'esportazione 

delle VLDL, è stato dimostrato che il tasso di secrezione dei TG come delle VLDL 

nella NAFLD è aumentato, sebbene ciò non possa compensare l'aumento del tasso 

di sintesi dei TG. L'apporto calorico della dieta e di nutrienti specifici è 

fondamentale per lo sviluppo della steatosi epatica. Tra i fattori dietetici, il 

fruttosio è di fondamentale importanza poiché è sia un substrato che un potente 

induttore della DNL epatica attraverso l'attivazione di fattori di trascrizione chiave 

come SREBP-1c e ChREBP. Da notare che gli epatociti sono esposti a 

concentrazioni più elevate di fruttosio rispetto alle cellule di altri tessuti poiché, 

dopo l'assorbimento, il fruttosio viene consegnato direttamente al fegato 

attraverso la vena porta (Softic et al., 2016).   

La segnalazione dell'insulina gioca un ruolo centrale nella steatosi epatica. 

Obesità e alterazione della segnalazione dell’insulina negli adipociti portano ad 

una mancata soppressione della lipolisi, stress degli adipociti, reclutamento e 

infiltrazione da parte dei macrofagi nel tessuto adiposo, con un conseguente 

rilascio di adipocitochine proinfiammatorie, principalmente fattore di necrosi 

tumorale alfa (TNFα), interleuchina 6 (IL-6), proteina chemiotattica monocitica 1 

(MCP-1), resistina e inibitore dell'attivatore del plasminogeno 1 (PAI-1). Queste 

adipocitochine contribuiscono all'interruzione della segnalazione dell'insulina da 

parte del fattore nucleare κβ (NF-κβ) e delle vie della chinasi c-Jun (JNK) (Sabio 

et al., 2008) che creano un circolo vizioso nel tessuto adiposo promuovendo 

l'insulino-resistenza in altri tessuti insulino-sensibili. In alternativa, adipochine 

protettive (quelle che riducono la resistenza all’insulina) come l'adiponectina 
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risultano ridotte nei pazienti con NAFLD e la somministrazione di adiponectina 

ricombinante ha mostrato un miglioramento della sensibilità all'insulina e della 

steatosi nei modelli murini di NAFLD, probabilmente attraverso le vie della 

protein chinasi attivata da AMP (AMPK) e PPARα (Yamauchi et al., 2003).  

Pertanto, lo sviluppo della resistenza all’insulina periferica e dell'iperinsulinemia 

contribuisce all'aumento dell'afflusso di FA al fegato. Nel fegato, l'attivazione 

della via di segnalazione dell'insulina aumenta la DNL senza sopprimere la 

gluconeogenesi. Inoltre, i diacilgliceridi contribuiscono ad aumentare la IR 

epatica aumentando la traslocazione dell'isoforma ε della protein chinasi C (PKC),  

che può inibire il dominio intracellulare del recettore dell'insulina, fornendo più 

meccanismi all'accumulo di TG nel fegato. Il contenuto di diacilgliceridi e PKCε 

sono stati associati alla IR epatica in uno studio su pazienti obesi (Kumashiro et 

al., 2011). 
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CAPITOLO 2: IL TESSUTO ADIPOSO 

2.1 Obesità e tessuto adiposo 

L'obesità ha ormai raggiunto proporzioni epidemiche, con oltre il 60% della 

popolazione statunitense classificata come sovrappeso o obesa (definita da un 

indice di massa corporea ≥ 25 o 30 kg / m2, rispettivamente) (Flegal et al., 2012). 

Parallelamente all'epidemia di obesità è aumentata anche l'incidenza T2DM, che 

è quindi considerato una delle principali comorbilità associate all'obesità 

(Abdullah et al., 2010). Recenti prove epidemiologiche hanno dimostrato che 

l'85% degli adulti diabetici di tipo 2 sono anche obesi (CDC, 2004), ed è stato 

previsto che oltre 300 milioni di persone in tutto il mondo avranno il T2DM come 

conseguenza dell'obesità entro il 2025 (NCD-RisC, 2016). Sebbene molte 

ricerche recenti abbiano mirato a delineare le cause precise del T2DM associato 

all'obesità, si ritiene che il meccanismo principale sia la resistenza all'insulina che 

deriva dal tessuto adiposo bianco, dal fegato e/o dal muscolo scheletrico, 

accompagnata da una ridotta secrezione di insulina da parte delle cellule β del 

pancreas (Defronzo et al., 2009). Inoltre, sia l'obesità che il T2DM aumentano il 

rischio di malattie cardiovascolari, aumentando la morbilità e la mortalità di più 

di 2 volte (Kondapally Seshasai et al, 2011). La distribuzione del tessuto adiposo 

è di grande importanza per quanto riguarda queste comorbilità. La resistenza 

all'insulina si verifica spesso quando il grasso si accumula nei depositi intra-

addominali ed è associata a una costellazione di fattori di rischio per malattie 

cardiovascolari, in quella che è nota come sindrome metabolica (Lee et al., 2008). 

La semplice valutazione del peso corporeo, della circonferenza della vita o del 

calcolo dell'indice di massa corporea non mostra un'immagine chiara della 
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composizione corporea né della distribuzione del grasso corporeo. Un quadro 

chiaro della distribuzione del grasso corporeo nei soggetti obesi è fondamentale 

per determinare quanto siano o saranno suscettibili allo sviluppo di diabete e/o 

malattie cardiovascolari. 

Il tessuto adiposo può essere classificato in base alla morfologia in tre sottogruppi 

bianco, marrone o beige. Inoltre, il tessuto adiposo bianco (WAT) può essere 

ampiamente classificato in base alla posizione, in gran parte definito come 

sottocutaneo (situato sotto la pelle) e viscerale/omentale (intra-addominale, 

adiacente agli organi interni). Il tessuto adiposo è composto da molti tipi di cellule 

differenti, che coordinatamente secernono numerose citochine, chemochine e 

ormoni. Circa un terzo delle cellule all'interno del tessuto adiposo sono adipociti, 

mentre il resto è rappresentato da fibroblasti, cellule endoteliali, macrofagi, cellule 

stromali, cellule immunitarie e pre-adipociti. Nella maggior parte degli individui 

magri e sani, il WAT è confinato a depositi definiti. Ma in alcune condizioni come 

l'obesità e la lipodistrofia, la massa WAT può aumentare ectopicamente in aree 

che possono influenzare la suscettibilità alle comorbidità come il diabete e 

l'aterosclerosi. Tali aree WAT ectopiche sono per lo più localizzate all'interno 

della cavità viscerale e includono WAT intraepatico, epicardico (epiWAT, tra il 

cuore e il pericardio), perivascolare (PVAT, vasi sanguigni maggiori circostanti), 

WAT mesenterico (MWAT, contiguo agli organi digerenti nel viscerale), WAT 

omentale (OWAT, che si estende sull'intestino, fegato e stomaco) e WAT 

retroperitoneale (RWAT, che circonda i reni). Gli ultimi tre depositi (MWAT, 

OWAT e RWAT) vengono classificati insieme come “grasso viscerale” (Chusyd 

et al., 2016). Oltre ai depositi di WAT, il tessuto adiposo bruno (BAT) rappresenta 

un tipo distinto di tessuto adiposo caratterizzato dalla sua morfologia e funzione, 
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con mitocondri concentrati che gli conferiscono un caratteristico aspetto bruno. Il 

grasso beige rappresenta una terza nuova classificazione del tessuto adiposo, in 

cui gli adipociti bruni compaiono all'interno dei classici depositi di WAT (Chait 

et al., 2020). 
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2.2 Tessuto adiposo bianco: accumulo di energia e secrezione di 

ormoni e adipochine 

Il tessuto adiposo è un organo essenziale per la regolazione dell'omeostasi 

dell’energia. Principalmente incaricato di immagazzinare l'energia in eccesso 

sottoforma di trigliceridi, gli adipociti subiscono iperplasia aumentando in 

numero e ipertrofia aumentando le dimensioni, consentendo dunque al tessuto 

adiposo di espandersi in presenza di eccesso di nutrienti. Secondo le necessità, 

cioè durante il digiuno e l'esercizio fisico, i trigliceridi immagazzinati nel tessuto 

adiposo vengono mobilitati per fornire acidi grassi che saranno ossidati per 

ottenere energia da parte del resto del corpo.  

 Originariamente il tessuto adiposo era classificato come un semplice organo di 

accumulo dell’energia in eccesso, ma il tessuto adiposo è oggi noto per funzionare 

come un importante sistema endocrino; secerne adipochine, fattori di crescita, 

citochine e chemochine (Ahima et al., 2008). Il pattern di secrezione delle 

adipochine sembra variare in base al deposito di tessuto adiposo e dipende dallo 

stato energetico del deposito adiposo, che porta a effetti paracrini/autocrini 

variabili da parte delle adipochine all'interno dei depositi. Le adipochine sono 

importanti mediatori di vari processi metabolici come l’ossidazione degli acidi 

grassi, la lipogenesi de novo, la gluconeogenesi, l’assorbimento del glucosio, la 

segnalazione dell'insulina e il dispendio energetico nei tessuti metabolicamente 

attivi come il fegato, il muscolo scheletrico e il cervello (Ahima et al., 2008). 

L'espansione del tessuto adiposo nell'obesità è accompagnata da cambiamenti 

infiammatori all'interno del tessuto adiposo, che contribuiscono a infiammazione 

sistemica cronica di basso grado, caratterizzata da livelli leggermente elevati di 
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citochine circolanti, chemochine, ed elementi della fase acuta. L’espansione di 

depositi del tessuto adiposo durante l'aumento di peso è accompagnata da 

un'infiltrazione di nuove cellule infiammatorie. Tali cellule possono rappresentare 

il ∼5-10% delle cellule totali nel tessuto adiposo di soggetti magri, mentre i 

macrofagi negli obesi possono rappresentare fino al 60% di tutte le cellule presenti 

nel tessuto adiposo (Weisberg et al., 2003). L'accumulo di macrofagi si verifica 

in misura maggiore nei depositi adiposi viscerali rispetto a quelli sottocutanei sia 

nei roditori che nell’ uomo (Murano et al. 2008).  
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2.3 Pathways molecolari che collegano l’infiammazione riscontrata 

nell’obesità e l’insulino-resistenza 

L'insulina è un ormone anabolico secreto dalle cellule beta, che gioca un ruolo 

cruciale non solo nel metabolismo dei carboidrati ma anche nella regolazione 

anabolica delle proteine e dei lipidi, nella crescita cellulare e proliferazione (Fu et 

al., 2013). Concentrazioni elevate di glucosio nel sangue stimolano la sintesi e il 

rilascio dell’insulina; i suoi effetti sul metabolismo derivano dal suo legame al 

recettore della membrana cellulare, che viene attivato dall'autofosforilazione di 

residui di tirosina. Il recettore dell'insulina attivato fosforila e recluta proteine 

intracellulari, note anche come substrati del recettore dell’insulina (IRS). A valle 

delle proteine IRS, le vie di segnalazione della proteina chinasi C, stimolano 

l’assorbimento del glucosio, la sintesi del glicogeno e l’inibizione epatica della 

gluconeogenesi. La segnalazione dell'insulina esercita anche un'azione 

mitogenica, mediata dalla via delle MAP chinasi (MAPK) (Ramalingam et al., 

2013). L'associazione dell'obesità con il T2DM è stata a lungo riconosciuta e il 

motivo principale è la capacità dell'obesità di promuovere l'insulino- resistenza, il 

principale aspetto fisiopatologico del T2D (Kahn et al., 2000). L’IR è una 

complicanza metabolica in cui i tre principali tessuti sensibili all'insulina 

(muscolo scheletrico, fegato e tessuto adiposo) diventano meno reattivi all'azione 

dell'insulina. L’IR è caratterizzata dal fallimento nell'assorbimento del glucosio, 

nella sintesi del glicogeno e, in misura minore, dell’ossidazione del glucosio 

(Ormazabal et al., 2018). In questo scenario, le cellule beta compensano l'IR 

aumentando la secrezione dell’insulina e il ripristino della concentrazione di 
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glucosio nel sangue all'interno dell’intervallo normale. Un ulteriore calo della 

sensibilità all'insulina rende le cellule beta inefficienti e questo si traduce in 

iperglicemia persistente e T2DM (Shulman, 2000). 

Sono stati effettuati numerosi studi per identificare i fattori responsabili della IR 

indotta dall'obesità. Una delle teorie più accreditate considerano l'infiammazione 

sistemica cronica indotta dall'obesità come meccanismo preponderante (Luft et 

al., 2013). Questa teoria è fortemente supportata da molti risultati e prove cliniche; 

ad esempio, markers infiammatori come TNF-α e IL-6 sono elevati nei soggetti 

obesi e resistenti all'insulina (Uemura et al., 2017). La prima prova di 

un'associazione tra IR e infiammazione è stata ipotizzata quando, a seguito della 

somministrazione di agenti antinfiammatori, si è verificato un miglioramento 

dell'omeostasi del glucosio osservato in pazienti con T2DM (Hundal et al., 2002). 

Ulteriori studi verso la metà degli anni '90 hanno dimostrato che il WAT di 

roditori e umani obesi mostra cambiamenti nei livelli delle molecole 

proinfiammatorie (ad esempio, TNF-α) (Uysal et al., 1998). Tali mediatori 

infiammatori modulano l’IR direttamente tramite la segnalazione dell'insulina o 

indirettamente stimolando le vie infiammatorie (Tilg et al., 2008). Altri studi 

hanno dimostrato che l'ipossia, che si verifica nel tessuto durante l'obesità, è 

direttamente responsabile dell'induzione dell’IR in entrambi i modelli umani e 

murini (Regazzetti et al., 2009;). Studi su animali e sull’uomo hanno identificato 

il WAT come il sito principale in cui l'infiammazione cronica correlata all'obesità 

inizia e viene esacerbata (Weisberg et al., 2003). Il rimodellamento del tessuto 

adiposo durante l'obesità fornisce una grande quantità di segnali intrinseci ed 

estrinseci in grado di innescare una risposta infiammatoria (Reilly et al., 2017). 

Questi segnali convergono sull'attivazione delle vie di segnalazione JNK e NF-
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kB (Lee et al., 2014). L'attivazione di queste vie di segnalazione aumenta la 

produzione di citochine proinfiammatorie, molecole di adesione endoteliale e 

mediatori chemiotattici che promuovono l'infiltrazione dei monociti nel tessuto 

adiposo e la loro conversione in macrofagi (Shoelson et al., 2006). I macrofagi 

infiltranti producono e secernono molti mediatori infiammatori che promuovono 

lo stato proinfiammatorio locale e sistemico e compromettono la segnalazione 

dell'insulina (Haase et al., 2014). 

L'obesità è anche associata all'attivazione della via infiammatoria NF-kB, che 

culmina nell'aumentata espressione di diversi geni bersaglio di NF-kB per 

esempio, IL-6, TNF-α, interferone-gamma (IFNg) e interleuchina -1b (IL-1b), che 

esacerbano ulteriormente la progressione dell'IR (Panahi et al., 2018).  
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2.4 Crosstalk tra tessuto adiposo e sistema nervoso centrale (SNS) 

In risposta agli stati nutrizionali il tessuto adiposo svolge un ruolo endocrino 

sintetizzando e secernendo composti bioattivi chiamati adipochine. La secrezione 

di adipochine è essenziale per l'omeostasi energetica e metabolica (Choe et al., 

2016). Adipsina e leptina sono le prime ad essere state identificate (Cook et al, 

1997). Da allora, molte adipochine, come adiponectina, resistina e TNF-α, sono 

state ampiamente studiate nel metabolismo e nella sindrome metabolica (Rosen, 

et al, 2014). L'asse tessuto adiposo-cervello è stato stabilito per la prima volta con 

la scoperta della leptina come ormone endocrino mirato all'ipotalamo per regolare 

l'equilibrio energetico, la sazietà, il metabolismo e il peso corporeo (Flier et al., 

2010). Successivamente è stato dimostrato che la segnalazione della leptina è 

coinvolta anche nella neuroplasticità ippocampale (Harvey et al., 2006). E’ stato 

anche suggerito che il metabolismo energetico, l'utilizzo del glucosio e la 

sensibilizzazione all'insulina sono compromessi nei pazienti con malattia di 

Alzheimer (AD), mentre questi sintomi patologici possono contribuire alla 

neuropatologia dell'AD (Schioth et al., 2012). Poiché la neuropatologia dell'AD 

assomiglia molto alla patologia del diabete mellito, l'AD è ora riconosciuta come 

il "diabete di tipo 3". L'adiponectina promuove la sensibilità all'insulina (Ye, et 

al., 2013), mentre la carenza di adiponectina esacerba la resistenza all'insulina 

(Maeda et al., 2002) e la neuropatologia dell'AD (Ng et al., 2016). Vengono 

sollevate preoccupazioni riguardo a come la sindrome metabolica possa essere 

collegata a malattie neurodegenerative e disturbi dell'umore (Biessels et al., 

2018), e per tale ragione, comprendere la funzione centrale delle adipochine nel 

cervello può illustrare come funziona il crosstalk cervello-tessuto adiposo per 

prevenire le malattie metaboliche e promuovere la salute del cervello.  
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La disfunzione metabolica potrebbe condividere meccanismi molecolari comuni 

con le malattie neurodegenerative (Stoeckel et al., 2016). Pertanto, gli studi 

emergenti mirano a indagare come il tessuto adiposo eserciti effetti 

neuroprotettivi e influenzi la neuroplasticità attraverso la secrezione di 

adipochine. In particolare, diverse adipochine possono attraversare la barriera 

emato-encefalica e agire direttamente sul cervello, mentre una barriera 

danneggiata impedirà ai composti rilasciati dal tessuto adiposo di entrare nel 

cervello (Gustafson et al., 2006). Allo stato attuale, è evidente che le adipochine 

possono modellare la neuro-plasticità. Studi hanno dimostrato che le vie 

dell'adiponectina possono regolare la proliferazione cellulare (Yau et al., 2015), 

la sopravvivenza (Song et al,2015) e la plasticità sinaptica (Formolo et al., 2018) 

modulando il metabolismo cellulare (Wang et al., 2018) e sopprimendo la risposta 

infiammatoria (Nicolas et al., 2017) nel cervello. Inoltre, studi sul modello 

animale hanno dimostrato un possibile legame tra disordini metabolici con livelli 

di adipochine circolanti aberranti e deficit cognitivi comportamentali (Wang et 

al., 2019) e neuropatologie (Hayashi-Park et al., 2017). 
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CAPITOLO 3: IL CERVELLO 

3.1 Western diet e aging 

La ricerca gerontologica, negli ultimi anni, ha prodotto progressi impressionanti 

nella comprensione del controllo genetico dell'invecchiamento. Questo progresso 

e i cambiamenti demografici nei paesi industrializzati hanno stimolato l'interesse 

nello studio dell'invecchiamento e delle possibilità che i sintomi e le conseguenze 

funzionali dell'invecchiamento umano possano essere ritardati, ridotti o forse 

eliminati (Piper M.D.W et al., 2008). L'invecchiamento è un importante fattore di 

rischio per i disturbi cognitivi indotti dall'infiammazione, come dimostrato sia 

nella letteratura clinica che in quella preclinica (Murray C. et al, 2010). Poiché si 

prevede che la popolazione americana di età superiore ai 65 anni raggiungerà il 

25% entro il 2030 (Alzheimer's Association, 2016), è probabile che qualsiasi 

rischio per la salute associato all'invecchiamento e alle diete malsane diventerà 

ancora maggiore in futuro. 

La diversa suscettibilità all’ambiente nelle varie fasi della vita è un'area di 

crescente preoccupazione nella valutazione del rischio per la salute umana. I 

modelli animali hanno dimostrato risposte specifiche per età all'ambiente 

stressante (Mcphail RC et al, 2012), suggerendo così che l'ambiente può 

influenzare gli anziani in modo diverso dai giovani adulti (Royland JE et al., 

2012). Un comune fattore dello stile di vita, che può interagire con 

l'invecchiamento e compromettere la funzione cerebrale, è il consumo di diete ad 

elevato contenuto di grassi e zuccheri. 
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3.2 Western diet e funzionalità cognitiva 

C'è stato un rapido cambiamento globale nella composizione della dieta, da diete 

ricche di carboidrati complessi e fibre, a quella che è stata definita la dieta 

occidentale (western diet), con un'alta percentuale di grassi e zuccheri raffinati, 

ridotto apporto di carboidrati complessi e fibre e ridotto consumo di frutta e 

verdura (Nielsen et al., 2002). Mentre l'assunzione di grassi e zuccheri era 

precedentemente limitata a causa della scarsa disponibilità, la rivoluzione agricola 

e la rivoluzione industriale hanno introdotto profondi cambiamenti nella 

disponibilità di grassi e zuccheri. Le modifiche alla composizione alimentare di 

grassi e zuccheri sono state accompagnate da considerevoli conseguenze negative 

per la salute. La ricerca ha correlato costantemente l'aumento dell'incidenza 

dell'obesità all'aumento sia del consumo dei grassi (Bray et al., 1998) sia 

dell'assunzione di zucchero (Malik et al., 2012). Inoltre, l’alto contenuto di grassi 

saturi e zuccheri raffinati (HFS) è stato implicato in una serie di malattie croniche, 

in particolare T2DM e malattie cardiovascolari (Brunner et al., 2008). Tuttavia, 

di altrettanta grande preoccupazione, è l'evidenza emergente che le diete HFS 

hanno a lungo termine impatti negativi sulle funzioni cerebrali e sul 

comportamento. 

Un'elevata assunzione di grassi saturi (SF) è stata implicata nella compromissione 

di varie funzioni cognitive, inclusa la memoria, l’attenzione e il controllo 

inibitorio. Uno studio trasversale di una popolazione di mezza età ha dimostrato 

che l'assunzione di una dieta SF era associata ad un aumento del rischio di avere 

funzioni cognitive compromesse, tra cui memoria, velocità e flessibilità (Kalmijn 

et al., 2004). Nelle donne con T2DM, una maggiore assunzione di SF era associata 
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ad un maggiore deterioramento cognitivo su un punteggio globale, sulla 

valutazione immediata e memoria ritardata, memoria di lavoro e fluidità verbale 

(Devore et al., 2009).  

L'assunzione di grassi saturi è stata anche associata a un maggiore declino delle 

funzioni cognitive associate con il normale invecchiamento (Okereke et al., 2012), 

anche se uno studio su donne di età superiore ai 60 anni non ha trovato alcuna 

associazione tra assunzione di grassi saturi e declino cognitivo (Naqvi et al., 

2011). 

Un recente studio ha valutato la funzione cognitiva prima e dopo il consumo di 

una dieta ricca di grassi (HF). Venti uomini di età compresa tra i 25 e i 45 anni 

sono stati alimentati con una dieta standardizzata (17% di grassi) per 3 giorni 

seguiti da una dieta HF (74%) per 7 giorni. È stata eseguita la valutazione 

cognitiva pre e post consumo della dieta HF mostrando un'attenzione 

significativamente ridotta dopo l'intervento dietetico (Edwards et al., 2011). Uno 

studio controllato randomizzato, in cui due gruppi di uomini sani di età compresa 

tra i 19 e i 28 anni sono stati sottoposti a una dieta HF (70% di grasso) o una dieta 

standard (24% di grassi), ha mostrato un'attenzione e una velocità di processo 

significativamente inferiore dopo il consumo per cinque giorni della dieta HF 

rispetto alla dieta standard (Holloway et al., 2011). Anche l'assunzione di 

zucchero raffinato è stata associata a una riduzione della funzione cognitiva. Nel 

breve tempo, l’ingestione di pasti ad alto indice glicemico contenenti carboidrati 

semplici può provocare una compromissione della memoria postprandiale negli 

adulti sani (Nabb S. et al., 2006) e in soggetti con T2DM (Chui M.H. et al., 2008). 

Manca uno studio sull’uomo che valuti l'effetto a lungo termine dell'assunzione 

di zucchero sulle funzioni cognitive, ma è noto tuttavia che il consumo di 
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zucchero porta a una ridotta tolleranza al glucosio e alla resistenza all'insulina, 

fattori che sono stati associati a compromissione cognitiva in diversi studi 

trasversali (Elias M.F.,et al., 2005) . 

Non solo le diete SF o in zuccheri raffinati sono associate a prestazioni di memoria 

inferiori, ma anche la combinazione dei due sembra esercitare effetti simili. 

Akbaraly TN, et al. (2009) hanno scoperto che, in una popolazione di pazienti  

adulti di età compresa tra 35 e 55 anni, il consumo di alimenti trasformati (ad es. 

cioccolatini, dolci, carni lavorate, cereali raffinati e prodotti lattiero-caseari ricchi 

di grassi) era associato a prestazioni inferiori nei test cognitivi, di vocabolario e 

fluidità verbale (funzioni esecutive) rispetto agli individui con una dieta a base di 

un’ampia varietà di cibi. È importante sottolineare che questa associazione è stata 

osservata dopo aver controllato sesso, età, assunzione di energia e istruzione. 

Francis e Stevenson (2011) hanno trovato un’associazione tra una maggiore 

assunzione di grassi saturi e zucchero e prestazioni inferiori in un compito di 

memoria neuropsicologica rispetto a quelli che consumano un minore apporto di 

grassi e zuccheri. È importante sottolineare che le persone in questo studio erano 

di peso normale (indice di massa corporea tra 18 e 25) e non avevano anamnesi 

di diabete o malattie cardiovascolari, suggerendo che gli effetti cognitivi erano 

probabilmente dovuti alla dieta piuttosto che aumento di peso o condizioni 

associate. 

Alcuni studi hanno riportato un miglioramento della funzione cognitiva in seguito 

al consumo di grassi o zuccheri (Kaplan R.J. et al., 2001). Tuttavia, questi studi 

sono tipicamente a breve termine, con effetti sulla cognizione esaminati fino a 

105 minuti dopo l'ingestione, mentre gli studi discussi sopra sono generalmente 

su periodi più lunghi che vanno da settimane ad anni. Pertanto, sembra che gli 
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effetti dannosi del consumo di una dieta HFS sulla cognizione possano essere il 

risultato di cambiamenti a lungo termine della funzione neuronale. Gli studi 

sull’uomo, esaminati sopra, sono ben supportati dal modello animale in 

particolare da roditori, che consentono di stabilire la relazione causale attraverso 

la manipolazione diretta della dieta.  
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3.3 Basi neuronali dei deficit cognitivi causati da una western diet 

Le funzioni cognitive influenzate dalle diete HFS - memoria, attenzione, memoria 

di lavoro e controllo inibitorio - sembrano essere controllate prevalentemente da 

due regioni del cervello; l'ippocampo e la corteccia prefrontale (PFC). 

L'ippocampo ha un ruolo ben consolidato nel supportare la funzione della 

memoria, con danni a questa struttura negli esseri umani associata a gravi 

menomazioni della memoria degli episodi (Duyckaerts C. et al., 1985;). I dati 

sugli animali suggeriscono che le lesioni dell'ippocampo compromettono le 

prestazioni della memoria. 

La PFC è nota per essere coinvolta in molte delle funzioni cognitive descritte 

sopra, inclusa attenzione, fluidità verbale, memoria di lavoro e inibizione (Arnsten 

et al., 2005). È importante notare che è difficile separare la funzione della 

memoria dipendente dall'ippocampo dalle funzioni cognitive supportate dalla 

corteccia prefrontale, come l'attenzione, la memoria del controllo inibitorio, dal 

momento che c’è una forte relazione tra queste funzioni (Persad et al., 2002). 

Tuttavia, queste regioni del cervello sono state al centro di gran parte della 

letteratura sul modello animale riguardante gli effetti delle diete HFS sulla 

funzione cognitiva. Pertanto, vi sono diverse teorie su come le diete HFS arrivino 

a influenzare queste particolari regioni del cervello. Queste includono riduzioni 

indotte dalla dieta del fattore neurotrofico derivato dal cervello (BDNF), stress 

ossidativo, neuro infiammazione e alterazione dell’integrità della barriera emato-

encefalica. 

L’energia per la produzione di adenosina trifosfato (ATP) per fosforilazione 

ossidativa viene generata attraverso la catena di trasporto mitocondriale (ETC), 



 

36 

 

che comprende una serie di enzimi denominati complessi I – IV. La fosforilazione 

ossidativa è essenziale per il metabolismo energetico, tuttavia produce specie 

reattive dell’ossigeno (ROS), che possono interagire e causare danni a molti 

componenti cellulari tra cui DNA, proteine e lipidi (Bayir, 2005). Lo stress 

ossidativo (OS) è il risultato di uno squilibrio tra ROS e la velocità con cui il 

danno causato dai ROS può essere rimosso o riparato. Diversi studi sugli animali 

hanno rivelato che le diete HFS aumentano i livelli di glucosio nel sangue 

(McNeilly et al., 2011). L'aumento cronico dei livelli di glucosio causa una 

disfunzione dell'ETC mitocondriale generando livelli più elevati di ROS 

(Nishikawa et al., 2000). Inoltre, i lipidi producono radicali liberi attraverso la via 

della perossidazione lipidica e diete ricche in lipidi possono aumentare i livelli di 

stress ossidativo (Ames, 1983). Dunque, lo stress ossidativo potrebbe essere un 

meccanismo alla base degli effetti delle diete HFS sulla cognizione. Parecchi studi 

sugli animali supportano questa ipotesi, trovando un aumento dello stress 

ossidativo dopo il consumo di diete HFS (Souza et al, 2007) e alcuni studi in 

aggiunta hanno sottolineato un'associazione tra stress ossidativo indotto da diete 

HFS e deterioramento cognitivo (White et al., 2009). Ci sono anche prove evidenti 

che lo stress ossidativo giochi un ruolo nella patogenesi di molte malattie 

neurodegenerative. Ad esempio, il danno ossidativo si verifica all'inizio della 

malattia di Alzheimer e precede la deposizione e formazione delle placche 

(Nunomura et al., 2001). Pertanto, lo stress ossidativo può essere un meccanismo 

alla base della relazione tra malattie neurodegenerative e diete HFS. 

Studi sul modello animale hanno dimostrato che le diete HFS possono generare 

una risposta infiammatoria sistemica e nel cervello (Pistell et al., 2010). È 

interessante notare che questo ultimo studio citato ha anche osservato che la 
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risposta infiammatoria indotta dalla dieta è stata associata a una riduzione dei 

livelli di BDNF corticali, suggerendo un percorso attraverso il quale la dieta può 

influenzare questa neurotrofina. Gli effetti di una lieve risposta infiammatoria 

possono essere osservati anche nel cervello di soggetti umani obesi. Cazettes et 

al. (2011) hanno scoperto che i livelli più elevati di un marker infiammatorio 

erano associati a un volume corticale orbito-frontale ridotto, una regione del 

cervello che contribuisce all'elaborazione correlata alla ricompensa alimentare e 

al controllo inibitorio. 
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SCOPO DELLA TESI 

È stato stimato che la popolazione mondiale di età superiore ai 65 anni aumenterà 

di oltre tre volte entro il 2050 (World Health Organization, 2011). Pertanto, la 

diversa suscettibilità agli stimoli ambientali nelle varie fasi della vita è un'area di 

crescente preoccupazione nella valutazione del rischio per la salute umana. I 

modelli animali hanno dimostrato risposte specifiche per età ai fattori di stress 

ambientali (MacPhail et al., 2012), suggerendo così che l'ambiente può 

influenzare gli anziani in modo diverso dai giovani adulti (Royland et. Al, 2012). 

E’ stato dimostrato che il consumo di una dieta ricca di grassi e zuccheri, uno stile 

di vita comune soprattutto nei paesi occidentali, può contribuire 

all'invecchiamento e alterare la funzione cellulare (López-Otín et al., 2016).  La 

mezza età (cioè il periodo intorno alla metà della vita, che corrisponde a circa 40 

anni negli esseri umani) è uno stadio iniziale del processo di invecchiamento, 

durante il quale possono verificarsi cambiamenti fisici graduali e alcune malattie 

croniche possono insorgere. Sebbene molti studi abbiano enfatizzato l'impatto di 

diete ricche di grassi saturi o di zuccheri semplici sull'invecchiamento, sono 

disponibili solo pochi dati sulle risposte fisiologiche nella mezza età (Granholm 

et al., 2008). Inoltre, la mezza età è una fase della vita in cui gli organismi sono 

maggiormente esposti a sviluppare insulino-resistenza indotta dalla dieta e 

disfunzione epatica (Lohr et al, 2016). Tuttavia, sono disponibili pochi dati 

sull'impatto delle diete occidentali sulle risposte fisiologiche nella mezza età (Li 

et al., 2017), nonostante il fatto che l'obesità sia maggiormente frequente nella 

popolazione di mezza età (40,2%) rispetto agli adulti più giovani o più anziani 

(32,3% e 37,0%, rispettivamente) (Ogden et al.,2015). Un segno distintivo critico 

è la condizione di stress ossidativo associata ad invecchiamento e / o sovrappeso 
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e obesità (Bonomini et al.,2015). Tra gli organi più inclini al danno ossidativo, il 

fegato è profondamente coinvolto nell'insorgenza di disordini metabolici, inclusa 

la resistenza all'insulina (den Boer et al.,2004), a causa del suo ruolo principale 

nella regolazione dell'omeostasi sistemica dei lipidi e del glucosio. Risultati 

precedenti hanno dimostrato che la durata del trattamento dietetico ha un impatto 

profondo sulla compromissione del metabolismo epatico, che si manifesta a 4 

settimane, raggiungendo un plateau a 8-12 settimane, mostrando poi un leggero 

miglioramento (Fouret et al., 2018). Inoltre, è stato precedentemente dimostrato 

che sia la steatosi epatica che le alterazioni mitocondriali si verificano già dopo 4 

settimane di dieta (Fouret et al., 2018), suggerendo così che gli studi volti a 

rivelare l'interconnessione tra le alterazioni metaboliche e l'assunzione di diete 

obesogene dovrebbero essere focalizzati su questo periodo di trattamento 

dietetico. 

Il consumo di grassi e / o zuccheri è un comune fattore dello stile di vita, che può 

interagire con l'invecchiamento e compromettere anche la funzione cerebrale 

(Cigliano et al., 2018). In particolare, ratti mantenuti con una dieta ad alto 

contenuto di grassi/fruttosio hanno mostrato una scarsa capacità di apprendimento 

spaziale, ridotta densità dendritica dell'ippocampo e livelli ippocampali ridotti di 

una neurotrofina cerebrale altamente espressa, il BDNF (Stranahan et al., 2008). 

Inoltre, nell'ippocampo di ratti di mezza età alimentati con una dieta ricca di di 

grassi saturi e colesterolo è stato osservato un aumento degli errori di memoria e 

un'attivazione microgliale, indice di infiammazione (Granholm et al., 2008). Uno 

dei possibili meccanismi che contribuiscono al deterioramento cerebrale associato 

alla dieta e / o al consumo di cibo è il danneggiamento dell’attività mitocondriale 

ed il conseguente stress ossidativo (Papa et al., 2008), poiché questi organelli sono 
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responsabili della produzione di ATP attraverso la fosforilazione ossidativa e 

fungono da generatori di ROS. Quando i sistemi antiossidanti enzimatici e non 

enzimatici sono sopraffatti da livelli elevati di ROS, può verificarsi un danno 

ossidativo al DNA, ai lipidi (membrane cellulari e organelli) e alle proteine 

(recettori, fattori di trascrizione ed enzimi). Sebbene questo problema sia centrale 

per evidenziare gli eventi molecolari che portano a disfunzioni cerebrali indotte 

dalla dieta, la conoscenza sugli effetti di una dieta ad alto contenuto di 

grassi/fruttosio sulle attività respiratorie del cervello, l'equilibrio ossidativo e 

l'espressione di proteine strettamente legate ai mitocondri nella mezza età è ancora 

scarsa. 

 

Nell'ultimo decennio, anche i grassi e gli zuccheri della dieta sono stati identificati 

come fattori di rischio per il declino cognitivo e la neurodegenerazione, attraverso 

il metabolismo cerebrale alterato, la neuroinfiammazione e la disfunzione 

neuronale (Cigliano et al.,2018). L'aumento del rischio per gli individui obesi di 

sviluppare malattie cerebrali potrebbe essere dovuto alla capacità del tessuto 

adiposo di comunicare con il cervello e influire sulla sua funzionalità. Pertanto, 

l'analisi di marcatori specifici, i cui livelli adiposi e /o cerebrali sono influenzati 

dalla dieta, potrebbe contribuire a svelare l'interrelazione tra obesità e 

neurodegenerazione. In particolare, le citochine proinfiammatorie, come il TNFα, 

sono implicate nello sviluppo dell'insulina resistenza neuronale (Lourenco et al., 

2013). Poiché sia le citochine che l'insulina nel cervello regolano la plasticità 

sinaptica, l'apprendimento e la memoria, è stato proposto che l'infiammazione 

neuronale e l'insulino-resistenza neuronale siano coinvolte nella compromissione 

cerebrale associata all'obesità. Inoltre, il sovrappeso durante la mezza età è stato 
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associato ad un rischio più elevato di sviluppare disturbi cognitivi, inclusa la 

malattia di Alzheimer.  

 Lo scopo del presente lavoro di tesi è quello di indagare l'effetto del trattamento 

dietetico con una dieta ricca in grassi saturi e fruttosio su ratti di mezza età. 

Pertanto, è stato valutato l’impatto di questo trattamento dietetico sull’omeostasi 

metabolica sistemica, e sulla funzionalità del fegato, tessuto adiposo e cervello di 

ratti di mezza età. In particolare, in ratti di mezza età è stato studiato l'effetto di 4 

settimane di alimentazione ad alto contenuto di grassi e fruttosio sulla 

composizione corporea, sul bilancio energetico, su marcatori specifici di stress 

ossidativo e infiammazione, nonché sulla sensibilità all'insulina.  In questi ratti, è 

stata valutata poi la respirazione mitocondriale, i markers del bilancio ossidativo 

e l'espressione dei complessi respiratori I – V, il coattivatore 1-alfa del recettore 

gamma attivato dei proliferatori perossisomiali (PGC-1α), il recettore attivato dai 

proliferatori perossisomiali (PPARα) e la proteina disaccoppiante 2 (UCP2), nel 

fegato e in due regioni cerebrali critiche, come l'ippocampo e la corteccia 

prefrontale. Per studiare la funzione respiratoria mitocondriale, è stata utilizzata 

la respirometria ad alta risoluzione (HRR). Questo nuovo approccio consente 

l'analisi della disfunzione nella catena di trasporto degli elettroni, della 

fosforilazione ossidativa e della respirazione tenendo conto dell'intero spettro di 

controllo respiratorio, meccanismi compensatori e dell’architettura cellulare che 

influenza la funzione mitocondriale.  

Infine è stata valutata la possibile somiglianza nella risposta del tessuto adiposo 

bianco e del cervello in seguito ad una tipica dieta occidentale (ricca di grassi 

saturi e fruttosio, HFF) per 4 settimane. In particolare, le cito / adipochine 

specifiche (TNF-α, adiponectina), i marker critici di infiammazione dell'obesità 
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(aptoglobina, lipocalina) e il segnale dell'insulina (IRS, Akt, Erk) sono stati 

misurati sia nel tessuto adiposo che nell’ippocampo e nella corteccia prefrontale, 

due aree chiave per l'apprendimento e la memoria.  
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DISEGNO SPERIMENTALE 

Ratti maschi del ceppo Sprague-Dawley sono stati forniti da Charles River (Calco, 

Como, Italia). Tutti i ratti sono stati stabulati singolarmente ad una temperatura 

controllata di 23°C ± 1°C con un ciclo luce/buio di 12 ore (6.30-18.30). Tutte le 

procedure sperimentali che coinvolgono animali soddisfano le linee guida 

stabilite dal Ministero della Salute Italiano e sono state approvate dal “Comitato 

Etico-Scientifico per la Sperimentazione Animale” dell’Università di Napoli 

“Federico II” (260/2015-PR). 

I ratti di mezza età (di 11 mesi) sono stati divisi in tre gruppi, ciascuno composto 

da otto ratti. Un gruppo di ratti è stato sottoposto ad eutanasia all’inizio della fase 

sperimentale per determinare i valori iniziali della composizione corporea, mentre 

gli altri due gruppi sono stati alimentati: uno con una dieta ad alto contenuto di 

grassi e fruttosio (HFF) e l’altro con una dieta di controllo (LF) per 4 settimane. 

La composizione delle due diete è riportata in tabella 1.  

Durante il trattamento dietetico quotidianamente veniva monitorato il peso 

corporeo, l’assunzione di cibo e acqua e infine erano raccolte le feci. Alla fine del 

periodo sperimentale, gli animali sono stati anestetizzati con sodio Tiopental (40 

mg/kg di peso corporeo) e sottoposti ad eutanasia tramite decapitazione. Il sangue, 

campioni di fegato, tessuto adiposo bianco, ippocampo e corteccia sono stati 

raccolti mentre la carcassa è stata usata per determinare la composizione corporea. 
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Tabella 1. Composizione dietetica. 

 Controllo Alto contenuto di 

grassi e fruttosio 

Componenti g/1000g   

   

Mangime standarda 395.3 231.5 

   

Olio di girasole 19.3 19.3 

   

Caseina 59.7 133.3 

   

Acqua 175.7 175.4 

   

Mix di minerali AIN-93 11.4 11.4 

   

Mix di vitamine AIN-93 3.2 3.2 

   

Colina 0.7 0.7 

   

Metionina 0.9 0.9 

   

Amido 333.8 --- 

   

Burro --- 129.8 

   

Fruttosio --- 294.6 

   

Contenuto energetico e composizione   

   

Contenuto ME, kJ/g b 11.2 14.9 

   

Lipidi J/100J 10.5 39.3 

   

Proteine J/100J 19.9 19.8 

   

Carboidrati complessi J/100J 63.9 7.5 

   

Zuccheri semplici J/100J 5.7 33.4 

   

a 4RF21, Mucedola, Italia; b Stimato tramite calcolo usando i valori (kJ/g) per il contenuto energetico come segue: 

proteine 16.736, lipidi 37.656, e carboidrati 16.736. ME = energia metabolizzabile. 
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MATERIALE E METODI 

Misura della composizione corporea  

Le carcasse degli animali sottoposti ad eutanasia sono state pesate, autoclavate 

per 90 minuti, quindi sminuzzate, mescolate accuratamente ed infine 

omogeneizzate con acqua (volume finale uguale a due volte il peso della carcassa) 

in un omogeneizzatore Politron. Aliquote dell’omogenato sono state poi utilizzate 

per analizzare il contenuto energetico, il contenuto dei lipidi, delle proteine e di 

acqua della carcassa.  

Misura del contenuto energetico della carcassa  

Campioni dell’omogenato essiccato sono stati ridotti in polvere ed utilizzati per 

ottenere delle pasticche di circa 200 mg. Tali pasticche sono servite per misurare 

il contenuto energetico della carcassa mediante una bomba calorimetrica 

(calorimetro adiabatico Parr della Parr Instruments Co., Moline, USA) calibrata 

con uno standard di acido benzoico essiccato. La bomba calorimetrica è un 

apparecchio usato per determinare il calore di combustione di sostanze solide o 

liquide. Consiste di un recipiente cilindrico in acciaio inossidabile, le cui pareti 

sono robuste ed inattaccabili chimicamente dalle sostanze che in esso bruciano, 

chiuso da un coperchio a vite, a cui è fissata un’asticciola metallica con un uncino 

di platino che regge una capsula di platino in cui si introduce una quantità nota 

del campione da esaminare allo stato secco. Al coperchio della bomba sono anche 

fissati due uncini metallici a cui viene collegato un filo di nichel che viene messo 

in contatto con la sostanza contenuta nella capsula. Una volta chiusa la bomba, vi 

si comprime all’interno ossigeno a circa 25 atmosfere (sotto pressione) attraverso 

un rubinetto apposito e si immerge il tutto in un calorimetro ad acqua costituito 
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da un vaso di Dewar. La combustione della sostanza in esame viene provocata 

mediante una corrente elettrica che si fa passare attraverso due elettrodi connessi 

al coperchio della bomba, e da qui attraverso gli uncini metallici fino ad 

arroventare il filo che è a contatto con il campione della sostanza nella capsula di 

platino. In tale apparecchiatura il calore fornito dall’ossidazione dei substrati fa 

innalzare la temperatura di un volume noto di acqua che circonda la bomba 

calorimetrica e attraverso il valore in °C dell’innalzamento termico, il valore del 

calore specifico dell’acqua e la quantità precisa della sostanza sottoposta 

all’ossidazione si risale alle chilocalorie prodotte per grammo di sostanza 

contenuta nella capsula. Il valore del contenuto energetico della carcassa essiccata 

così ottenuto viene poi corretto per il contenuto di acqua della carcassa per 

ottenere il valore effettivo per grammo di carcassa.  

Misura del contenuto lipidico, proteico e di acqua della carcassa  

Il contenuto lipidico della carcassa è stato determinato gravimetricamente in 

seguito all’estrazione dei lipidi dalla carcassa in accordo con il metodo di Folch 

(Folch et al, 1957). Nel primo passaggio della procedura, si estraggono i lipidi 

dall’omogenato di carcassa con una miscela di cloroformio-metanolo (2:1), 

diluendo la carcassa 20 volte e filtrando poi l’omogenato così ottenuto. Nel 

passaggio successivo, al filtrato contenente le sostanze lipidiche e non lipidiche 

della carcassa si aggiungono 0.2 volumi di una soluzione 0.29 % di NaCl. Dopo 

centrifugazione a 1000 g per 20 minuti a 21°C, si ottengono due fasi: una 

superiore acquosa ed una inferiore che costituisce l’estratto lipidico puro totale. 

La fase superiore viene, quindi, aspirata e l’interfaccia viene lavata con una 

miscela di cloroformio-metanolo-NaCl 0.58 % (in rapporto 3:48:47). La 
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procedura di lavaggio serve ad eliminare tutti i contaminanti non lipidici 

dall’estratto. La fase lipidica così ottenuta viene versata in appositi recipienti di 

vetro, dai quali il solvente viene fatto evaporare mediante l’ausilio di un 

evaporatore rotante (Heidolh, Germania). Il contenuto lipidico della carcassa, 

espresso in grammi, è stato ottenuto sottraendo il peso del recipiente vuoto dal 

peso complessivo del recipiente contenente i lipidi. Il contenuto energetico della 

carcassa sotto forma di lipidi (espresso in KJ) è stato calcolato dal contenuto 

lipidico utilizzando il coefficiente 39.2 KJ/g per il contenuto energetico dei lipidi.  

Il contenuto proteico della carcassa è stato determinato sottraendo al contenuto 

energetico totale della carcassa il contenuto energetico dovuto ai lipidi; il valore 

ottenuto è stato diviso per una costante indicante il contenuto energetico per 

grammo di proteine (23.5 KJ/g). Per quanto riguarda la misura del contenuto di 

acqua, aliquote di omogenato di carcassa sono state distribuite in apposite 

vaschette le quali, dopo essere state pesate, sono state lasciate ad essiccare in stufe 

a secco per 48 ore a 60 °C. Per differenza tra il peso delle vaschette contenenti 

l’omogenato prima e dopo l’essiccazione, è stato determinato il contenuto di 

acqua della carcassa.  

Misura del bilancio energetico  

Al fine di determinare il guadagno di peso corporeo e l’introito energetico lordo 

sono stati controllati quotidianamente l’assunzione di cibo ed il peso corporeo dei 

ratti. Inoltre, le feci ed il cibo caduto all’interno della gabbia sono stati raccolti 

giornalmente. Le feci sono state messe ad essiccare in una stufa e con un 

procedimento analogo a quello eseguito per la carcassa, dopo essere state 

sminuzzate e trasformate in pasticche di circa 200 mg, sono state ossidate 
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all’interno del calorimetro adiabatico Parr per determinarne il contenuto 

energetico. Con la stessa procedura è stato possibile stabilire il contenuto 

energetico lordo delle diete con cui sono stati alimentati i ratti. I risultati mostrano 

che il valore del contenuto energetico è pari a 17.2 KJ/g sia per la dieta di controllo 

che per la dieta ricca in fruttosio. Il valore dell’energia metabolizzabile (ME) 

introdotta è stato determinato sottraendo l’energia contenuta nelle feci e nel cibo 

recuperato all’introito energetico lordo e moltiplicando il valore ottenuto per il 

fattore di correzione dell’energia persa con le urine che è pari a 0.96 (Barr et al, 

1984). Il guadagno energetico corporeo è stato calcolato come differenza tra il 

contenuto finale ed iniziale di energia corporea. Il contenuto energetico corporeo 

iniziale è stato stimato prendendo come riferimento il contenuto energetico 

corporeo del gruppo di ratti sacrificati all’inizio del periodo sperimentale. Allo 

stesso modo è stato calcolato il guadagno di proteine e di grassi. Dalla differenza 

tra la ME introdotta ed il guadagno energetico corporeo è stato possibile 

determinare la spesa energetica. Infine, è stato calcolato il valore dell’efficienza 

metabolica come rapporto percentuale tra il guadagno corporeo di energia e 

l’energia metabolizzabile introdotta. 
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Profilo plasmatico 

Test di tolleranza al glucosio  

Il test di tolleranza al glucosio è stato effettuato dopo 4 settimane di trattamento. 

A tal fine, i ratti sono stati tenuti a digiuno per 6 ore dalle 08.00 di mattina. Il 

campione basale del sangue è stato ottenuto attraverso un piccolo taglio effettuato 

sulla coda ed è stato posto in provette rivestite con EDTA, poi il glucosio (2 g/kg 

peso corporeo) è stato iniettato per via intraperitoneale. I campioni di sangue sono 

stati prelevati dopo 20, 40, 60, 90 e 120 minuti e posti in provette rivestite con 

EDTA. I campioni di sangue sono stati centrifugati a 1400 g per 8 minuti a 4 °C. 

La concentrazione plasmatica di glucosio è stata misurata con metodo enzimatico 

colorimetrico (Pokler Italia, Genova, Italia), mentre la concentrazione di insulina 

plasmatica è stata misurata utilizzando un kit ELISA (Mercodia AB, Svezia) in 

un unico test per rimuovere le variazioni inter-saggio.  

Poiché l'entità dell’aumento del glucosio plasmatico e le concentrazioni di 

insulina immediatamente a seguito del carico di glucosio (0-30 min) sono 

proporzionali al grado di resistenza all'insulina epatica (Abdul-Ghani et al, 2008), 

e poiché l'aumento delle concentrazioni di glucosio e di insulina del plasma 

possono essere valutate dall'area sotto la curva (AUC) per glicemia e insulina, il 

prodotto di AUC glucosio e AUC insulina durante i primi 30 minuti dopo il carico 

di glucosio è stato calcolato e utilizzato come indice della resistenza all'insulina 

epatica.  
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Parametri plasmatici  

Le concentrazioni plasmatiche dell’alanina aminotransferasi (ALT), dei 

trigliceridi, del colesterolo totale e del colesterolo HDL sono state misurate con il 

metodo enzimatico colorimetrico utilizzando kit commerciali (SGM Italia, Italia). 

I valori di colesterolo LDL sono stati ottenuti attraverso la formula: 

 colesterolo totale - [colesterolo HDL + (trigliceridi/5)]. 

 

Markers infiammatori plasmatici 

Le concentrazioni di TNF-α sono state determinate utilizzando un test di 

immunoassorbimento enzimatico specifico per ratto (R&D Systems, 

Minneapolisok, MN, USA) secondo le istruzioni del produttore. Brevemente, i 

pozzetti di una piastra di microtitolazione sono stati rivestiti con 100 µl di 

anticorpi anti-TNF-α (4 mg / ml) in PBS (137 mM di NaCl, 2,7 mM di KCl, 8,1 

mM di Na2HPO4, 1,5 mM di KH2PO4, pH 7,4), e incubate per una notte a 

temperatura ambiente. L'eccesso di anticorpo è stato poi rimosso mediante 

lavaggio con tampone di lavaggio (contenente 0,05% (v / v) di Tween 20 in PBS, 

pH 7,4), e i rimanenti siti sulla piastra sono stati bloccati con diluente reattivo 

(PBS contenente 1% di BSA) (1 h, temperatura ambiente). Dopo un lungo 

lavaggio, 100 µl di campioni di plasma (1:10 diluizione nel diluente reattivo) sono 

stati aggiunti ai pozzetti e incubati per 2 ore a temperatura ambiente. Dopo un 

ulteriore lavaggio, i pozzetti sono stati incubati con anti-TNF-α biotinilato (225 

ng / ml di diluente reattivo) seguito dal trattamento con streptavidina-HRP 

(diluizione 1:200; 1h, temperatura ambiente). Lo sviluppo di colore dalla 
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tetrametilbenzidina catalizzato dalla perossidasi è stato misurato a 492 nm. I 

valori di TNF-α sono espressi come ng/mg proteina. 

La concentrazione di aptoglobina è stata misurata mediante ELISA. I campioni 

sono stati diluiti (plasma = 1:9000–1:70.000) con coating buffer (7 mM Na2CO3, 

17 mM NaHCO3, 1.5 mM NaN3, pH 9.6) e le aliquote (50 μL) sono state quindi 

incubate nei pozzetti di una piastra per microtitolazione (Immuno MaxiSorp; 

overnight, 4° C). Il lavaggio e il blocking sono stati effettuati come 

precedentemente riportato, quindi i pozzetti sono stati incubati (1 ora, 37° C) con 

50 μL di anti-aptoglobina umana di coniglio (1:500 in 130mM NaCl, 20 mM Tris-

HCl, 0.05% Tween, pH 7.4, contenente 0.25% BSA), e successivamente con 60 

μl di anticorpo secondario coniugato con HRP (diluizione1:5000). Lo sviluppo 

del colore, dato dalla o-fenilendiammina, catalizzato dalla perossidasi è stato 

misurato a 492 nm. 

La lipocalina è stata rilevata mediante la tecnica del western blot. Tutti i campioni 

di plasma sono stati adeguati alla concentrazione proteica di 10μg/μL e 5 μL sono 

stati usati per l'elettroforesi. 

 

Attività mitocondriale in ippocampo, corteccia prefrontale e fegato 

I tessuti sono stati omogeneizzati (1: 1000) in un tampone Mir05 contenente 110 

mM di saccarosio, 60 mM K-lattobionato, 20 mM Hepes, 20 mM taurina, 10 mM 

KH2PO4, 6 mM MgCl2, 0,5 mM EGTA, 0,1% BSA libera da acidi grassi, pH 

7.0. I campioni (2 mg di tessuto in 2 mL di Mir05) sono stati incubati in camere 

calibrate dell Ossigrafo-2k (O2k, Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria) a 37 

◦C ± 0,001 ◦C e la concentrazione di ossigeno (µM) e il flusso di ossigeno per 
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massa tissutale (pmol O2 s − 1 • mg− 1) è stato registrato in tempo reale 

utilizzando il software DatLab (OROBOROS INSTRUMENTS, Innsbruck, 

Austria). Dopo l'aggiunta dei campioni di omogenato, è stato applicato un 

protocollo SUIT (Substrate, Uncoupler, Inhibitor Titration) per valutare i 

cambiamenti mitocondriali. La respirazione attraverso il complesso I della catena 

respiratoria (CI) è stata valutata aggiungendo i substrati malato (0,5 mM), 

piruvato (5 mM) e glutammato (10 mM). È stato quindi aggiunto ADP 2,5 mM, 

per valutare la respirazione fosforilante con trasferimento di elettroni supportato 

dal complesso I. La respirazione fosforilante massima con input di elettroni dal 

complesso I e II  è stata ottenuta aggiungendo succinato a 10 mM. L'oligomicina 

a 2,5 mM è stata aggiunta per inibire l'ATP sintasi, seguita dall'aggiunta del 

disaccoppiatore carbonilcianuro p-trifl uorometossifenilidrazina (FCCP, 0,5 

mM), per valutare la capacità massima della catena di trasporto degli elettroni. Il 

rotenone (0,5 µM) è stato aggiunto per inibire il CI e determinare la capacità 

massima supportata dal solo CII. Il consumo di ossigeno residuo è stato stabilito 

mediante l'aggiunta dell'inibitore Antimicina A (2,5 mM) e il valore risultante è 

stato sottratto dai flussi in ciascuna sessione per correggere la respirazione non 

mitocondriale. Tutti i campioni sono stati analizzati in duplicato e la media è stata 

utilizzata per l'analisi. 

Composizione del fegato 

Il contenuto lipidico del fegato è stato determinato gravimetricamente in seguito 

all’estrazione dei lipidi in accordo con il metodo di Folch (1957).  
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La concentrazione dei trigliceridi e del colesterolo relativi al fegato è stata 

determinata mediante l’utilizzo di un dosaggio di tipo enzimatico-colorimetrico 

(SGM Italia, Italia). 

Il contenuto di ceramidi nel fegato è stato valutato mediante saggio ELISA 

(Crescenzo et al., 2013) con piastre PolySorp da 96 pozzetti (Nunc, NY, USA). 

In breve, i lipidi estratti dal muscolo scheletrico, risospesi in 70 µl di metanolo, 

sono stati addizionati ai pozzetti delle piastre, overnight a 4 °C. Le piastre sono 

state bloccate con PBS 10 mM, NaCl 140 mM e 0.1% di Tween pH 7.4, 1% di 

BSA per 1 h a 37°C, sono state lavate tre volte con PBS 10 mM, NaCl 140 mM e 

0.05 % di Tween pH 7.4 (PBS-Tween) ed incubate con un anticorpo monoclonale 

anti-ceramide (2 µg/ml) per 1 h a 37°C. Dopo tre lavaggi in PBS-Tween le piastre 

sono state incubate con un anticorpo secondario anti-mouse IgM coniugato a 

perossidasi di rafano (1:5000) per 1 h a 37°C. Dopo altri quattro lavaggi in PBS-

Tween, è stata aggiunta la soluzione di sviluppo (20 mg 0-fenilendiamina 

dicloroidrato in 50 ml di Na2HPO4 70 mM, acido citrico 30 mM pH 5, e 120 µl 

di H2O2. Dopo 15 minuti a 37 °C la reazione è stata stoppata con l’aggiunta di 50 

µl di H2SO4 2.5 M ed è stata misurata l’assorbanza a 492 nm. Tutte le misure 

sono state effettuate in triplicato. L’immunoreattività è stata normalizzata al peso 

iniziale del tessuto. Le reazioni del controllo negativo includevano l’omissione 

dell’anticorpo primario. 

Misura del danno ossidativo in omogenati di ippocampo, corteccia 

prefrontale e fegato 

La perossidazione lipidica è stata determinata secondo Fernandes et al, (2006), 

misurando sostanze reattive dell'acido tiobarbiturico (TBARS), utilizzando il 
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saggio dell'acido tiobarbiturico così come descritto per il plasma. I TBARS 

formatisi durante la reazione vengono espressi in nmol TBARS per g di tessuto 

per le misure effettuate nell’omogenato. Aliquote di omogenato di fegato, 

ippocampo e corteccia (1:8 w/v) sono state aggiunte a 0,5 ml di acido 

tricloroacetico ghiacciato al 40%. Poi sono stati aggiunti 2 ml di acido 

tiobarbiturico acquoso al 0,67% contenente 0,01% di 2,6-di-tert-butil-pcresolo. 

Le miscele sono state riscaldate a 90 °C per 15 minuti, poi raffreddate in ghiaccio 

per 10 min, e centrifugate a 850 g per 10 min. I surnatanti sono stati raccolti e la 

perossidazione lipidica è stata stimata spettrofotometricamente a 530 nm. La 

quantità di TBARS formatosi è stato calcolato con un coefficiente di estinzione 

molare di 1,56 × 105 M -1 cm-1 ed espressa come nmol di TBARS / g di tessuto. 

L’attività specifica della superossido dismutasi (SOD), è stata valutata in accordo 

con Flohè e Otting (1984), in un mezzo caratterizzato da 0.1 mM EDTA, 2 mM 

KCN, 50 mM KH2PO4 pH 7.8, 20 mM citocromo C, 0.1 mM di xantina, e 0.01 

unità di xantina ossidasi. Il dosaggio è stato eseguito spettrofotometricamente 

(550 nm) a 25°C, monitorando il decremento nel tasso di riduzione del citocromo 

C da parte del radicale superossido, generato dal sistema xantina xantina ossidasi. 

Un’unità di SOD è definita come la concentrazione di enzima capace di inibire 

del 50 % la riduzione del citocromo C in presenza del sistema xantina-xantina 

ossidasi. 

L’attività della catalasi è stata misurata in omogenati di fegato, corteccia e 

ippocampo preparati in 50mM di buffer fosfato, pH 7.0 (1.50 w/v) monitorando 

il decremento dell’assorbanza a 240 nm dovuta alla decomposizione di H2O2 

(Maehly AC,1954). 
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L’attività della NADPH ossidasi, in estratti di membrana degli epatociti, è stata 

analizzata secondo la modifica del metodo di Bettaieb et al. (2014). Brevemente, 

il tessuto epatico (1:10 w/v) è stato omogenizzato in Krebs buffer ghiacciato e poi 

centrifugato a 800 g a 4°C per 10 minuti. Il surnatante è stato raccolto e poi 

centrifugato a 30,000 g per 2 ore a 4°C. Il pellet (estratto delle membrane) è stato 

risospeso in Krebs buffer ed è stata misurata la concentrazione proteica. Le 

aliquote contenenti 100 μg di proteine sono state aggiunte al Krebs buffer 

contenete NADPH (500 μM). La variazione dell’assorbanza a 340 nm è stata 

seguita per 10 minuti a intervalli di 30 secondi. L’attività enzimatica è stata 

espressa come nmol/min x mg di proteine. 

Lipogenesi nel fegato 

La stearil-CoA desaturasi (SCD) è una delta-9 desaturasi degli acidi grassi che 

converte gli acidi grassi saturi in acidi grassi monoinsaturi (MUFA) (Flowers MT, 

2008); in particolare, l’enzima introduce un doppio legame in posizione cis-∆9 di 

acidi grassi saturi con una lunghezza della catena carboniosa da C 12:0 a C 19:0. 

I substrati preferiti sono il palmitoil-CoA (16:0) e lo stearoil-CoA (C 18:0) che 

vengono convertiti rispettivamente in palmitoleoil-CoA (C 16:1) e oleoil-CoA (C 

18:1). 

La SCD (40 KDa) è una proteina integrale di membrana ancorata al reticolo 

endoplasmatico; inoltre, si tratta di una ossidasi, per cui la sua attività è stata 

determinata polarograficamente in campioni di omogenato di fegato di ratto. Le 

misure sono state effettuate utilizzando l’elettrodo ad ossigeno di Clark (Yellow 

Springs Instruments, Yellow Springs, USA). Tale elettrodo è costituito da un 

catodo di platino e un anodo di argento, immersi in una soluzione di KCl (ponte 
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salino) e separati dalla soluzione in esame tramite una membrana. L’ossigeno 

diffonde attraverso la membrana dalla soluzione presente nella camera di misura 

al compartimento dell’elettrodo. Quando agli elettrodi si applica un voltaggio di 

0.5-0.8 Volt, l’ossigeno al catodo viene ridotto da quattro elettroni prodotti 

all’anodo, originando così una corrente proporzionale alla sua quantità nella 

soluzione in esame. La tensione di ossigeno al catodo, quindi, tende ad azzerarsi 

promuovendo la diffusione dell’ossigeno verso il catodo. Per questo motivo 

l’elettrodo di Clark risulta utile nelle misure dei rapidi cambiamenti 

dell’utilizzazione dell’ossigeno da parte dei sistemi cellulari e subcellulari. Le 

misure sugli omogenati sono state realizzate in camere termostatate ad una 

temperatura di 37°C, in una soluzione contenente 0.1 mM K2HPO4 (pH 7.4) e 1 

μM mixotiazolo, in presenza di 0.12 mM NADH e 0.06 mM stearoil-CoA, 

valutando il consumo di ossigeno in presenza o assenza di 5 mM KCN. Tale 

metodica si basa sul principio che nell’omogenato di fegato possono contribuire 

al consumo di ossigeno i mitocondri, i perossisomi e in parte anche il reticolo 

endoplasmatico dove si realizza l’insaturazione degli acidi grassi. Al fine di 

determinare l’attività della SCD, è stato valutato il consumo di ossigeno totale 

dell’omogenato epatico. Tali misure sono state effettuate in presenza di 

mixotiazolo che inibisce la respirazione mitocondriale, eliminando, quindi, il 

contributo dei mitocondri al consumo di ossigeno. Il KCN inibisce la respirazione 

dovuta al reticolo endoplasmatico e, dunque, della SCD. In presenza sia di 

mixotiazolo che di KCN respirano solo i perossisomi, per cui sottraendo il valore 

di questa misura a quella ottenuta con solo il mixotiazolo, in cui respirano sia i 

perossisomi che il reticolo endoplasmatico, si ottiene la differenza dovuta solo al 

reticolo endoplasmatico dove è localizzato l’enzima SCD. 
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L’acido grasso sintasi (FAS) è un complesso multi-enzimatico capace di 

sintetizzare acidi grassi partendo da malonil-CoA ed acetil-CoA, attraverso una 

complessa serie di reazioni in cui viene ossidato il coenzima NADPH. La forma 

ridotta di questo coenzima presenta una banda di assorbimento con picco massimo 

a 340 nm, per cui l’attività specifica della FAS può essere determinata valutando 

la cinetica della reazione di ossidazione del NADPH mediante una lettura 

spettrofotometrica a tale lunghezza d’onda. Dal momento che la FAS è localizzata 

nel citoplasma degli epatociti, il dosaggio viene effettuato su campioni di 

omogenato di fegato. In particolare, secondo il protocollo sperimentale (Penicaud 

et al.1991), i campioni in esame (1,5 mg di fegato) sono stati incubati in una 

soluzione contenente KH2PO4 0.1 mM a pH 6.5, acetil-CoA 57.9 μM, malonil-

CoA 87.9 μM e NADPH 281.2 μM. Sono state, inoltre, effettuate delle misure in 

assenza del substrato enzimatico malonil-CoA (bianchi) per escludere 

un’eventuale quota di NADPH ossidato indipendentemente dalla FAS. La lettura 

spettrofotometrica a 340 nm è stata effettuata ogni minuto per 6 minuti a 37°C. 

Quindi, in base alla velocità di ossidazione del NADPH, è stato possibile calcolare 

le unità enzimatiche di FAS per grammo di fegato analizzato, sapendo che una 

unità rappresenta la quantità di enzima che ossida 1 μmol di NADPH in un minuto 

a 37°C. 

WESTERN BLOT nel fegato, e-wat, ippocampo e corteccia 

prefrontale  

Le proteine sono state estratte dai tessuti diluendo i campioni 1: 1 con un tampone 

di lisi (20,0 mML / L Tris, pH 8, 5% glicerolo, 138 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 1% 

NP-40, 5 mM EDTA, 5% con un cocktail di inibitore proteasi, 1% di un cocktail 
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inibitore della fosfatasi). Gli omogenati sono stati centrifugati a 15.000 g per 15 

min a 4 ° C, quindi i surnatanti sono stati raccolti e utilizzati per la quantificazione 

di diverse proteine, vale a dire p-Akt, p-Erk, p-IRS, adiponectina, lipocalina, 

recettore LDL, PPARα, recettore gamma attivato dai proliferatori  perossisomiali 

(PPARγ), UCP2, PGC1-α e i complessi respiratori I-V. Aliquote di 20 µg (40 µg 

per i complessi respiratori) sono state denaturate in Laemmli's buffer (60 

mMTrispH6,8,10% di saccarosio, 2% SDS, 4% β-mercaptoetanolo, 0,02% di 

bromofenolo blu-poliacido 12,5% e acido silamidico). Successivamente, i gel 

sono stati trasferiti su membrane di polivinilidene fluoroide (Millipore, Billerica, 

MA, USA) a 0,8 mA / cm2 per 90 min. Le membrane sono state bloccate in PBS, 

3% di albumina bovina, 0,3% Tween 20 per p-Akt, p-Erk, lipocalina, recettore 

LDL, PPARα, PPARγ, UCP2, p-IRS, OXOPHOS e Adiponectina per 1 h e poi 

incubate per una notte a 4 ◦C con anticorpi per p-Akt (Ser473) (Cell Signaling, 

Danvers, MA, USA; diluito 1: 1000 in tampone bloccante), p-Erk (Thr 202/Tyr 

204) (Cell Signaling, Danvers, MA, USA; diluito 1 : 1000 in tampone bloccante), 

lipocalina (Thermo Fisher, Rock Ford, USA; diluito 1: 200 in tampone bloccante), 

recettore LDL (Abcam, Cambridge, Regno Unito, 1: 200 in tampone bloccante), 

PPAR-α (Thermo Fisher, IL, USA; 0,5 mg / mL in tampone bloccante), PPAR-γ 

(Thermo Fisher, IL, USA; 1: 1000 in tampone bloccante) UCP2 (abcam, 

Cambrige, Regno Unito, diluito 1:1000 in tampone bloccante), PGC1- α (Merck, 

Darmstadt, Germany; diluito 1:1000 in T-TBS contenente lo 0.25% di 

latte),complessi respiratori I-V (OXOPHOS, Abcam, Cambridge, UK; diluito 

1:400 in T-TBS contenente il 3% di BSA), p-IRS (Tyr895) (Cell Signaling 

Danvers, MA, USA, diluito 1:1000 in tampone bloccante), Adiponectina 

(Immunological Science, Roma, Italia, 1:1000 in tampone bloccante). Le 
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membrane sono state lavate e quindi incubate per 1 ora a temperatura ambiente 

con anticorpi secondari coniugati con HRP (Promega, Madison, WI, USA, diluiti 

1: 5000 per p-Akt, p-Erk, lipocalina, recettore LDL, PPAR-α ,PPAR -γ, 

Adiponectina, p-IRS e UCP-2; o Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), mentre 

PGC1- α è stato incubato con un anticorpo secondario coniugato con HRP 

(Merck, Darmstadt, Germany; diluito 1:1000  in T-TBS contenente lo 0.25% di 

latte), e i complessi respiratori sono stati incubati con anticorpo secondario HRP 

(GAM-HRP; Sigma Aldrich; Diluizione 1: 120.000 per il rilevamento del 

complesso I, 1: 170.000 per i complessi II e III, 1: 60.000 per il complesso IV, 1: 

200.000 per il complesso V, in T-TBS contenente l'1% di latte;  per 1 ora, 37 ° 

C). Diverse diluizioni di anticorpo secondario sono state utilizzate per ottimizzare 

l'intensità della banda e la quantificazione accurata di ciascun complesso. Per p-

Akt, p-Erk, lipocalina, recettore LDL, PPAR-α, PPAR-γ e UCP-2, PGC1- α, p-

IRS, Adiponectina e i complessi respiratori le membrane sono state lavate e 

incubate a temperatura ambiente con un substrato chemiluminescente, Immobilon 

(Millipore Corporation, Billerica, MA 01821, USA). Per il controllo, Akt è stato 

rilevato con anticorpo policlonale (Cell Signaling, Danvers, MA, USA; diluito 1: 

1000 in tampone di blocco) e utilizzato per normalizzare il segnale di p-Akt, Erk 

totale è stato rilevato con anticorpo monoclonale (Cell Signaling, Danvers , MA, 

USA; diluito 1: 1000 nel tampone bloccante) e usato per normalizzare p-Erk, 

mentre l'actina è stata rilevata con anticorpo policlonale (Sigma-Aldrich, St Louis, 

MO, USA; diluito 1: 1000 nel tampone bloccante) e usata per normalizzare i 

segnali di lipocalina, adiponectina, recettore LDL, PPAR-α,PPAR-γ, UCP-2, 

PGC1-α e i complessi respiratori. IRS-1 è stato rilevato con un anticorpo 

monoclonale (Cell Signaling, Danvers, MA, USA diluito 1:1000 in tampone di 
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blocco) e utilizzato per normalizzare p-IRS. La densitometria quantitativa delle 

bande è stata effettuata analizzando immagini chemidoc utilizzando il software 

Image Lab (Biorad Laboratories S.r.l., Segrate (MI) - Italia). 

Markers infiammatori in e-wat, fegato, ippocampo e corteccia 

prefrontale 

Le concentrazioni di TNF-α sono state determinate utilizzando un test di 

immunoassorbimento enzimatico specifico per ratto (R&D Systems, 

Minneapolisok, MN, USA) secondo le istruzioni del produttore così come 

indicato per il plasma, utilizzando estratti proteici. I valori di TNF-α sono espressi 

come ng/mg proteina. 

La concentrazione di aptoglobina è stata misurata mediante ELISA come descritto 

per il plasma. I campioni sono stati diluiti per il tessuto adiposo, 1:1000–1: 30.000. 

Il grado di attività della mieloperossidasi (MPO) può essere considerato un marker 

dell’infiammazione, in quanto è stato mostrato che l’attività di questo enzima 

leucocitario è direttamente proporzionale alla quantità di neutrofili che infiltra il 

tessuto infiammato (Krawisz et al. 1984). Quindi è stata valutata l’attività della 

MPO in campioni di fegato, come riportato da Kim et al. (2012). Il grado di attività 

dell’enzima è stato valutato, assumendo che un’unità di attività della MPO sia 

quella che degrada 1 micromole di H2O2 al minuto a 25°C, e sapendo che la 

degradazione di 1 micromole di H2O2 genera una variazione di assorbanza al 

minuto (ΔA/minuto) di 1,13 * 102 nm. 
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Analisi statistiche  

I dati riportati sono le medie ± SEM. Le valutazioni statistiche sono state compiute 

mediante il test "t di Student" o, quando richiesto, l’analisi della varianza 

(ANOVA) a due vie seguita dal post test di Tuckey. Valori di probabilità minori 

di 0,05 (p<0,05) sono stati considerati statisticamente significativi. Tutte le analisi 

sono state compiute utilizzando il programma GraphPad Prism (GraphPad 

Software Inc., San Diego, CA, USA). 
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RISULTATI 

Composizione corporea  

I ratti HFF mostrano un aumento significativo nel guadagno del peso corporeo, 

nel guadagno dell’energia corporea e nel guadagno dei lipidi. D’altro canto, il 

guadagno delle proteine corporee (calcolato come differenza tra il guadagno di 

energia corporea e guadagno di lipidi corporei, espressa in KJ) è 

significativamente più basso nei ratti HFF rispetto quelli di controllo (Tabella 2).  

La somministrazione di una dieta HFF ha suscitato iperfagia calorica nella prima 

settimana e, in misura meno marcata, nella seconda settimana, mentre durante la 

terza e la quarta settimana l'introito calorico è risultato simile nei due gruppi di 

ratti (Figura 1A). I ratti HFF hanno mostrato un aumento giornaliero di peso 

corporeo significativamente più elevato, così come un maggiore contenuto 

corporeo di tessuto adiposo bianco epididimale (e-WAT), sia in termini di 

quantità assoluta sia in % del peso corporeo (Figura 1B).   
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Tabella 2: Composizione corporea e bilancio energetico 

Composizione Corporea Valori iniziali LF HFF 

    

Peso corporeo iniziale, g  642.0 ± 40.0 643.0 ± 40.0 

Peso corporeo finale, g  654.0 ± 40.0 678.0 ± 40.0 

Guadagno del peso corporeo, g   12.0 ± 1.0 35 ± 2.0* 

Energia corporea, KJ/g  15.5 ± 0.6 15.5 ± 0.3 15.2 ± 0.7 

Lipidi corporei, g/100g b.w. 21.6 ± 1.8 25.3 ± 1.6 26.7 ± 3.0* 

Proteine corporee, g/100g b.w. 27.6 ± 1.8 23.6 ± 2.0* 20.0 ± 2.0* 

Acqua corporea, g/100g b.w. 58.5 ± 0.3 56.7 ± 0.9 55.5 ± 2.4 

Bilancio energetico    

Introito calorico  

proveniente dalla dieta, g 

 

 868 ± 31.1 719.0 ± 29.0 

Energia metabolizzabile, KJ  9524 ± 450.0 10.715.0 ± 864.0 

Guadagno energetico, KJ   477.0 ± 40.0 598 ± 30.0* 

Guadagno Lipidico, KJ  1091.0 ± 100.0 1697.0 ± 100.0* 

Guadagno proteico, KJ  -584.0 ± 30.0 -1068.0 ± 30.0* 

Energia spesa, KJ  9048 ± 400.0 10.117.0 ±1000 

Efficienza energetica, %  5.0 ± 0.2 5.5 ± 0.2 

 

I valori sono le medie ± SEM di otto ratti. *p < 0.05 rispetto alla dieta LF (t-test Student non 
accoppiato a due code). 
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Figura 1: Introito energetico settimanale (A), peso del tessuto adiposo bianco epididimale (e-WAT) e 

aumento di peso corporeo (B) nei ratti di mezza età alimentati con dieta di controllo (LF) o ad alto 

contenuto di grassi e alto contenuto di fruttosio (HFF) per quattro settimane. I valori sono la media ± 

SEM di otto differenti ratti. *p <0,05, ** p <0,01 rispetto alla dieta LF (ANOVA a due vie seguito da 

Tukey post-test per i dati sull'assunzione di energia e Student’s t-test a due code per il peso dell’e-WAT 

e i dati giornalieri sull'aumento di peso corporeo). 
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Parametri plasmatici 

Il profilo dei lipidi plasmatici mostra un significativo aumento di trigliceridi 

(Figura 2A), colesterolo totale (Figura 2B), LDL (Figura 2C) nei ratti HFF rispetto 

ai ratti LF. In aggiunta i livelli plasmatici di ALT, indice affidabile di necrosi 

epatocellulare (Ozera et al, 2008), sono significativamente più alti in ratti HFF 

rispetto quelli LF (Figura 2E). 
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Figura 2. Livelli plasmatici dei markers dell’omeostasi dei lipidi, infiammazione e necrosi epatica nei 

ratti di mezza età nutriti con una dieta a basso contenuto di grassi (LF) o alto contenuto di grassi e 

fruttosio (HFF) per 4 settimane. Il profilo lipidico plasmatico è stato valutato determinando i trigliceridi 

(A), colesterolo totale (B), colesterolo LDL (C), e colesterolo HDL (D). I livelli plasmatici di alanina 

aminotrasferasi sono stati valutati come marker di necrosi epatica (E). I valori sono le medie ± SEM di 

otto ratti. *p < 0.05, ***p < 0.0001 rispetto alla dieta LF (t-test Student non accoppiato a due code) 



 

66 

 

Omeostasi glicemica e sensibilità all’insulina nel fegato 

Sono stati analizzati i livelli plasmatici di glucosio e insulina, così come 

l’attivazione di Akt a livello epatico, in modo da avere un quadro generale 

dell’omeostasi del glucosio. I livelli di glucosio plasmatici (Figura 3A, C) e di 

insulina (Figura 3 B, D) sono significativamente più alti nei ratti HFF rispetto 

quelli LF, durante il carico di glucosio. In aggiunta, l’indice di insulino-resistenza 

epatica, calcolato durante la fase iniziale del test di tolleranza al glucosio, è stato 

trovato significativamente più alto in ratti HFF rispetto che quelli LF (Figura 3E). 

La sensibilità all’insulina a livello epatico è stata anche analizzata determinando 

il grado di fosforilazione della chinasi Akt, effettore a valle della via di 

trasduzione dell’insulina, che è notevolmente più basso in ratti HFF, rispetto 

quelli LF (Figura 3 F). 
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Figura 3. Omeostasi del glucosio in ratti di mezza età nutriti con una dieta a basso contenuto di grassi 
(LF) o alto contenuto di grassi e fruttosio (HFF) per 4 settimane. Livelli di glucosio plasmatico (A) e 
di insulina (B) durante il test di tolleranza al glucosio; area sotto la curva del glucosio plasmatico (C) 
e insulina (D); indice di resistenza all’insulina epatica calcolata durante i primi 30 minuti del test di 
tolleranza al glucosio (E) contenuto di Akt fosforilata (F) valutata attraverso il western blot e 
normalizzata con Akt. I valori sono le medie ± SEM di otto ratti. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, 
**** p < 0.0001 comparati alla dieta LF (t- test Student non accoppiato a due code) 
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Composizione epatica 

Con l’obiettivo di chiarire l’effetto della dieta HFF sul fegato, è stata fatta 

un’analisi della composizione lipidica di questo organo dato il suo ruolo chiave 

nel metabolismo. I ratti HFF mostrano un aumento significativo dei livelli di lipidi 

totali (figura 4A), trigliceridi (Figura 4B) e colesterolo epatici (Figura 4C) rispetto 

i ratti LF, mentre nessuna variazione è stata riscontrata per il contenuto di 

ceramidi. 
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Figura 4. Composizione lipica epatica nei ratti di mezza età nutriti con una dieta a basso contenuto di 
grassi (LF) o alto contenuto di grassi e fruttosio (HFF) per 4 settimane. I parametri valutati sono lipidi 
totali (A), trigliceridi (B), colesterolo totale (C) e ceramidi (D). I valori sono le medie ± SEM di otto 
ratti. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 comparati alla dieta LF (t- test Student non accoppiato a 
due code). 
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Lipogenesi de novo 

Per ottenere ulteriori informazioni sui possibili meccanismi alla base del bilancio 

alterato dei lipidi epatici, è stata valutata l’attività dei due enzimi maggiormente 

coinvolti nella via della lipogenesi de novo, chiamati FAS e SCD, insieme al 

recettore delle LDL (Figura 5C). Una diminuzione significativa dell’attività della 

SCD è stata riscontrata in ratti HFF rispetto ai ratti LF (Figura 5B), mentre non è 

stata trovata alcuna differenza nell’attività della FAS (Figura 5A) e nella quantità 

di recettore delle LDL (Figura 5C). 

 

 

Figura 5. Markers epatici della lipogenesi de novo e recettore delle LDL nei ratti di mezza età nutriti 
con una dieta a basso contenuto di grassi (LF) o alto contenuto di grassi e fruttosio (HFF) per 4 
settimane. I valori sono le medie ± SEM di otto ratti. **** p < 0.0001 comparati alla dieta LF (t- test 
Student non accoppiato a due code). 
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Markers di danno ossidativo epatico 

La perossidazione lipidica è stata analizzata come marker del danno ossidativo 

epatico ai lipidi ed è risultata più alta nei ratti HFF rispetto quelli LF, mostrando 

quindi un aumento del danno ossidativo (Figura 6A) nei ratti HFF. Questo 

risultato è stato anche confermato dall’analisi dell’attività della NADPH ossidasi, 

una delle fonti principali di specie reattive dell’ossigeno (ROS), che è 

notevolmente più alta in ratti HFF rispetto quelli LF (Figura 6B). In aggiunta 

l’attività della catalasi, enzima antiossidante, è significativamente diminuita 

(Figura 6C) mentre quella della SOD, altro enzima antiossidante, risulta 

aumentata nei ratti HFF (figura 6D). 
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Figura 6. Stato ossidativo nel fegato di ratti di mezza età nutriti con una dieta a basso contenuto di 
grassi (LF) o alto contenuto di grassi e fruttosio (HFF) per 4 settimane. I valori sono le medie ± SEM 
di otto ratti. * p < 0.05 comparati alla dieta LF (t- test Student non accoppiato a due code). 
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Markers di infiammazione epatica 

L’attività della MPO è stata usata come marker di infiammazione epatica. Infatti 

è stato visto che l'attività della MPO, solubilizzata nel tessuto infiammato, è 

direttamente proporzionale al numero di neutrofili osservati nelle sezioni 

istologiche (Krawisz et al., 1984). Inoltre, la lipocalina gioca un ruolo chiave nella 

modulazione della risposta della fase acuta (Zhang et al., 2008). L'attività MPO 

(Figura 7A) e il contenuto di lipocalina (Figura 7B) così come della citochina 

infiammatoria TNF- α (Figura 7F) sono significativamente più alte nei ratti HFF 

(Figura 7B). Inoltre, una significativa diminuzione della quantità di PPARγ, un 

noto fattore di trascrizione con attività antinfiammatoria, è stata trovata nel fegato 

dei ratti HFF (Figura 7D), mentre non è stata trovata alcuna variazione in p-Erk 

(Figura 7E) e PPARα (Figura 7C). 
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Figura 7. Marcatori di infiammazione nel fegato di ratti di mezza età alimentati con una dieta a basso 

contenuto di grassi (LF) o ad alto contenuto di grassi e ad alto contenuto di fruttosio (HFF) per 4 

settimane. Lo stato infiammatorio del fegato è stato valutato misurando l'attività della mieloperossidasi 

(A), insieme al contenuto proteico di lipocalina (con immagini rappresentative del blot) (B), TNF-α 

valutato mediante ELISA (C), PPARα (con immagini rappresentative dei blot) (D) e PPARγ (con 

immagini rappresentative dei blot) (E), P-Erk (con immagini rappresentative dei blot) (F). I valori sono 

le medie ± SEM di otto ratti. * p <0,05, ** p <0,01 rispetto alla dieta LF (test t di Student non accoppiato 

a due code). PPAR = recettore attivato dai proliferatori perossisomiali, TNF= fattore di necrosi tumorale. 
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Funzione epatica mitocondriale  

Poiché la condizione di stress ossidativo riscontrata nel fegato potrebbe essere 

strettamente collegata alla disfunzione dei mitocondri e / o alterazione del livello 

dei complessi respiratori, è stata effettuata un'analisi di questi organelli (Figura 

8). Per quanto riguarda i tassi di consumo di ossigeno mitocondriale è stato 

riscontrato un aumento significativo della respirazione stimolata da FCCP con 

succinato come substrato del complesso II nei ratti HFF, mentre tutti gli altri 

valori non sono stati influenzati in modo significativo (Figura 8 A). Inoltre, una 

diminuzione significativa di FCF per la respirazione del complesso I è stata 

trovata nei ratti HFF (Figura 8B). La determinazione parallela della quantità dei 

vari complessi respiratori ha rivelato un marcato aumento nella quantità del 

complesso I, mentre non è stata osservata alcuna variazione per gli altri complessi 

(Figura 8C). 
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Figura 8. Attività respiratoria (A), fattori di controllo del flusso (B) e contenuto proteico dei complessi 

respiratori (con immagini rappresentative del blot) (C) nel fegato di ratti di mezza età alimentati con una 

dieta a basso contenuto di grassi (LF) o alto contenuto di grassi e fruttosio (HFF) per 4 settimane. 

Respirazione non normalizzata dopo l'aggiunta di malato + piruvato + glutammato (PMG), ADP, 

succinato (SUCC), oligomicina (OLIGO), FCCP, rotenone (ROT). I valori sono le medie ± SEM di 8 

diversi ratti * p <0,05, ** p <0,01 rispetto alla dieta LF (test t di Student non accoppiato a due code). 

FCCP carbonil cianuro ptrifluorometossifenilidrazone 
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Attività mitocondriale nel cervello 

Per valutare come questa dieta possa influenzare la funzione mitocondriale 

cerebrale, sono state effettuate misurazioni sulla catena di trasporto mitocondriale 

attraverso la metodologia HRR concentrando l’attenzione sulla corteccia 

prefrontale e sull'ippocampo che sono due regioni cerebrali maggiormente 

coinvolte nella neurodegenerazione. E’ stata anche valutata la quantità dei 

complessi respiratori I-V nell’ippocampo, per verificare se la significativa 

variazione dell’attività mitocondriale fosse dovuta a variazioni quantitative 

dell’espressione proteica dei complessi respiratori. La quantità dei complessi I e 

II è significativamente ridotta mentre il livello del complesso IV è aumentato 

nell’ippocampo di ratti che hanno seguito una dieta HFF. Nessuna variazione è 

evidente nella quantità dei complessi III e V.  
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Figura 9. Attività respiratoria nell’ippocampo (A) e nella corteccia prefrontale (B) di ratti di mezza età 

alimentati con una dieta a basso contenuto di grassi (LF) o alto contenuto di grassi e fruttosio (HFF) per 

4 settimane. Respirazione non normalizzata dopo l'aggiunta di malato + piruvato + glutammato (PMG), 

ADP, succinato (S), oligomicina (O), FCCP, rotenone (R) e antimicina (A). I valori sono le medie ± 

SEM di otto ratti.  *p<0,05 (test t di Student a due code, spaiato). FCCP carbonil cianuro 

ptrifluorometossifenilidrazone 
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Figura 10. La quantità di complessi mitocondriali I, II, III, IV e V è stata valutata sugli estratti proteici 

dell'ippocampo di ratti di mezza età nutriti con una dieta a basso contenuto di grassi (LF) o alto contenuto 

di grassi e fruttosio (HFF) per 4 settimane. I valori sono la media ± SEM di otto ratti. *p<0.05, **p< 

0.01 comparati alla dieta LF (t- test Student non accoppiato a due code). 
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Markers di danno ossidativo in ippocampo e corteccia prefrontale 

Poichè è noto da tempo che l'invecchiamento e l'obesità sono associati ad un 

aumento della produzione di ROS e che qualsiasi fattore che possa indurre un 

aumento della produzione di ROS può compromettere la funzione mitocondriale 

e indurre infiammazione, è stato valutato il danno ossidativo analizzando la 

perossidazione lipidica (Figura 11) e l'attività di due enzimi antiossidanti come la 

catalasi e la SOD (Figura 12). Nell'ippocampo, la perossidazione lipidica risulta 

aumentata nei ratti HFF (Figura 11 A) mentre non sono stati trovati cambiamenti 

significativi nella corteccia prefrontale (Figura 11 B). Allo stesso modo, in 

entrambi i tessuti l'attività di due enzimi antiossidanti catalasi e superossido 

dismutasi (SOD) non è stata alterata dal trattamento dietetico (figura 12 A, B, C, 

D). 

 

 

Figura 11. Perossidazione lipidica nell’ippocampo e nella corteccia prefrontale di ratti di mezza età 

nutriti con una dieta a basso contenuto di grassi (LF) o alto contenuto di grassi e fruttosio (HFF) per 4 

settimane. I valori sono le medie ± SEM di otto ratti. * p < 0.05 comparati alla dieta LF (t- test Student 

non accoppiato a due code). 
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Figura 12. Attività dei due enzimi antiossidanti: superossido dismutasi (A e B) e catalasi (C e D) 

nell’ippocampo e nella corteccia prefrontale di ratti di mezza età nutriti con una dieta a basso contenuto 

di grassi (LF) o alto contenuto di grassi e fruttosio (HFF) per 4 settimane. I valori sono le medie ± SEM 

di otto ratti. (t- test Student non accoppiato a due code). 
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Espressione proteica di UCP2, PGC-1α, PPARα 

Poiché l'UCP2 è fondamentale per ridurre la produzione di ROS e il conseguente 

stress ossidativo (Krauss et al.,2005), giocando così un ruolo neuroprotettivo nel 

cervello (Barnstable et al.,2016), è stato valutato come la dieta HFF influisce sul 

livello di questa proteina mitocondriale. La quantità di questa proteina è diminuita 

significativamente con la dieta HFF in entrambi i distretti cerebrali (Figure 13 A 

e 14 A). Sono stati valutati anche i livelli proteici di PGC-1 α e PPAR α, un target 

di PGC-1 α che svolge un ruolo centrale nella regolazione del metabolismo 

dell'energia cellulare e nella protezione contro lo stress ossidativo. La quantità di 

PGC-1 α in ippocampo (Fig. 13 B) e corteccia frontale (Fig. 14 B) è diminuita 

con il trattamento dietetico. Il contenuto di proteine PPAR α è diminuito 

significativamente con il trattamento dietetico nell'ippocampo di ratti HFF (Fig. 

13 C) mentre nessuna variazione è stata riscontrata nella corteccia prefrontale. La 

diminuzione di UCP2, PGC-1 α, e PPAR α nell'ippocampo, in accordo con i 

risultati dell'analisi sia dei marcatori di stress ossidativo che degli enzimi 

antiossidanti, mostra che la dieta HFF ha un effetto dannoso sul mantenimento 

dell'omeostasi redox. 
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Figura 13. Livelli di UCP2, PGC-1α e PPARα nell'ippocampo e corteccia prefrontale. I livelli di UCP2 

(A-D), PGC-1α (B-E) e PPARα (C-F) sono stati valutati mediante western blot su estratti proteici 

dall'ippocampo e della corteccia prefrontale di ratti HFF adulti, di mezza età. Sono mostrati i western 

blot rappresentativi (in basso). È stata eseguita la densitometria quantitativa, sono state calcolate le 

intensità delle bande e le concentrazioni proteiche sono state espresse rispetto al livello di β-actina (in 

alto). I dati sono riportati come medie ± SEM di otto ratti. * p <0,05, ** p <0,01 (t- test Student non 

accoppiato a due code). PPAR-α= recettore alfa attivato da proliferatori perossisomiali, PGC-1α=  

coattivatore 1α del recettore gamma attivato da proliferatori perossisomiali, UCP2= proteina 

disaccopiante 2. 
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Tessuto adiposo bianco (e-WAT) 

Le proteine chiave coinvolte nella regolazione della funzione degli adipociti, in 

particolare la proteina disaccoppiante 2 (UCP2), il recettore alfa attivato da 

proliferatori perossisomiali (PPAR-α) e il coattivatore 1α del recettore gamma 

attivato da proliferatori perossisomiali (PGC-1α) sono risultati essere diminuiti 

nei ratti HFF rispetto ai ratti LF (Figura 15). 

 

 

Figura 15. Contenuto proteico (con western blot rappresentativo) di proteina disaccoppiante 2 (UCP2) 

(A), recettore alfa attivato da proliferatori perossisomiali (PPAR-α) (B) e coattivatore 1α del recettore 

gamma attivato da proliferatori perossisomiali (PGC-1α) (C) nel tessuto adiposo bianco epididimale (e-

WAT) di ratti di mezza età alimentati con una dieta di controllo (LF) o ad alto contenuto di grassi e di 

fruttosio (HFF) per quattro settimane. I valori sono le medie ± SEM di otto ratti. *p<0.05 rispetto ai ratti 

alimentati con la dieta LF (test t di student non accoppiato a due code) 
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Markers di infiammazione e-WAT, ippocampo e corteccia 

prefrontale 

Poiché l'aumento dell'assunzione di grassi e fruttosio è associato 

all'infiammazione sistemica e tissutale (Della Corte et al.,2018), ho voluto 

verificare se questa risposta fosse stata suscitata dopo il trattamento dietetico. A 

tal fine, ho valutato i marcatori di infiammazione nel plasma, nel e-WAT e nelle 

aree cerebrali. Il livello di TNF-α è aumentato in modo significativo nel plasma, 

nell'e-WAT e nell'ippocampo dei ratti HFF rispetto ai controlli, mentre non è stata 

trovata alcuna variazione nella corteccia frontale (Figura 16). Inoltre, ho valutato 

il livello di adiponectina, un'adipochina che svolge un ruolo nella riduzione dello 

stress ossidativo e della cascata infiammatoria (Esmaili et al.,2014) ed è stato 

anche segnalato che esercita un effetto neuroprotettivo (Blomer et al.,2018). La 

quantità di adiponectina è stata trovata significativamente ridotta nel plasma, 

nell'e-WAT, nell'ippocampo e nella corteccia frontale dei ratti HFF (Figura 17). 

È stato misurato il livello di aptoglobina e lipocalina, che sono considerati marker 

sia di infiammazione che di adiposità (Maffei et al.,2016). Come mostrato nella 

Figura 18, nessuna variazione della concentrazione di lipocalina associata alla 

dieta è stata rilevata nel plasma, nell'ippocampo e nella corteccia, mentre il 

contenuto proteico della lipocalina nell’e-WAT è aumentato significativamente 

nei ratti HFF. Al contrario, il livello di aptoglobina è stato riscontrato aumentato, 

in seguito alla dieta HFF, nel plasma, nella corteccia frontale e nell'ippocampo, 

mentre non sono stati rilevati cambiamenti nell'e-WAT (Figura 19). 
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Figura 16.  Livelli del fattore di necrosi tumorale alfa (TNF-α) rilevati da plasma (A), tessuto adiposo 

bianco epididimale (e-WAT) (B), ippocampo (C) e corteccia prefrontale (D) in ratti di mezzà età 

alimentati con diete a basso contenuto di grassi (LF) o ad alto contenuto di grassi e alto contenuto di 

fruttosio (HFF) per quattro settimane. I valori sono le medie ± SEM di otto ratti. * p <0,05 rispetto 

alla dieta LF (test t di Student non accoppiato a due code) 
 

 

 

 

 



 

87 

 

 

 

 

Figura 17. Contenuto proteico (con western blot rappresentativo) dell'adiponectina nel plasma (A), 

tessuto adiposo bianco dell'epididimo (e-WAT) (B), ippocampo (C) e corteccia frontale (D) da ratti 

di mezza età alimentati con una dieta a basso contenuto di grassi (LF) o ad alto contenuto di grassi e 

ad alto contenuto di fruttosio (HFF) per quattro settimane. I valori sono le medie ± SEM di otto ratti. 

* p <0,05 rispetto alla dieta LF (test t di Student non accoppiato a due code).  
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Figura 18 Contenuto proteico (con western blot rappresentativo) di lipocalina nel plasma (A), tessuto adiposo 

bianco dell'epididimo (e-WAT) (B), ippocampo (C) e corteccia frontale (D) da ratti di mezza età nutriti con una 

dieta a basso contenuto di grassi (LF) o una dieta ricca di grassi e di fruttosio (HFF) per quattro settimane. I valori 

sono le medie ± SEM di otto ratti. * p <0,05 rispetto alla dieta LF (test t di Student non accoppiato a due code).  
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Figura 19. Livelli di aptoglobina rilevati mediante test ELISA nel plasma (A), tessuto adiposo bianco 

dell’epididimo (e-WAT) (B), ippocampo (C) e corteccia frontale (D) da ratti di mezza età alimentati con una 

dieta a basso contenuto di grassi (LF) o dieta ad alto contenuto di grassi e fruttosio (HFF). I valori sono la media 

± SEM di otto ratti. * p <0,05 rispetto alla dieta LF (test t di Student non accoppiato a due code). 
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Segnalazione dell’insulina nel e-WAT, ippocampo e corteccia 

prefrontale 

La segnalazione dell’insulina è stata compromessa dalla dieta HFF nell'e-WAT, 

come mostrato da una significativa riduzione della fosforilazione attivatoria di 

IRS (Figura 20A), mentre questo effettore non è stato influenzato dalla dieta 

nell'ippocampo (Figura 20B) e nella corteccia (Figura 20C). 

L'analisi degli effettori a valle di IRS, in particolare Akt ed Erk, ha rivelato una 

compromissione per entrambi gli effettori nell'e-WAT (Figura 21A e 21B). 

L'attivazione della via Akt ed Erk è stata trovata significativamente ridotta dalla 

dieta HFF nella corteccia frontale (Figura 21E, F), mentre nell'ippocampo era 

evidente un aumento significativo dell'attivazione di Erk (Figura 21D), senza 

variazione nella via Akt (Figura 21C). 

 

 

Figura 20. Contenuto proteico (con western blot rappresentativo) del substrato del recettore dell'insulina 

fosforilato (p-IRS) nel tessuto adiposo bianco epididimale (e-WAT) (A), ippocampo (B) e corteccia frontale (C) 

in ratti di mezza età alimentati con una dieta a basso contenuto di grassi (LF) o ad alto contenuto di grassi-alto 

contenuto di fruttosio (HFF) per quattro settimane. I valori sono le medie ± SEM di otto ratti. * p <0,05 rispetto 

alla dieta LF (test t di Student non accoppiato a due code).  
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Figura 21. Contenuto proteico (con western blot rappresentativo) di Akt fosforilato (p-Akt) ed Erk (p-Erk) nel 

tessuto adiposo bianco epididimale (e-WAT) (A, D), ippocampo (B, E) e corteccia frontale (C, F) di ratti di mezza 

età alimentati con diete a basso contenuto di grassi (LF) o ad alto contenuto di grassi e alto contenuto di fruttosio 

(HFF) per quattro settimane. I valori sono le medie ± SEM di otto ratti. * p <0,05 rispetto alla dieta LF (test t di 

Student non accoppiato a due code). 
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DISCUSSIONE 

La mezza età è uno stadio precoce del processo di invecchiamento, durante il 

quale possono verificarsi graduali cambiamenti fisiologici ed alcune malattie 

croniche che incideranno sull’età avanzata. Molti studi hanno enfatizzato 

l’impatto delle diete sull’invecchiamento in modelli animali, ma pochi dati sono 

disponibili sull’impatto di un’alimentazione ricca di grassi e zuccheri sulle 

risposte fisiologiche nella mezza età. Nel cercare di tracciare gli eventi molecolari 

che promuovono lo sviluppo di uno squilibrio metabolico epatico, ho cercato di 

delineare gli effetti associati alla dieta nella fase iniziale dello sviluppo della 

patologia. Perciò per il mio studio è stato scelto un periodo di 4 settimane per 

effettuare un intervento dietetico in ratti di 11 mesi. 

Il modello del ratto usato in questa fase sperimentale ricorda molto le abitudini 

alimentari dei paesi occidentali, e quindi il consumo di una dieta ad alto contenuto 

di acidi grassi saturi combinati all’elevata assunzione di fruttosio. L’incremento 

dei livelli plasmatici di trigliceridi e colesterolo LDL confermano che la dieta è 

stata in grado di indurre alterazioni metaboliche simili a quelle riscontrate negli 

uomini (Drake et al., 2018). 

I ratti HFF mostrano un incremento del 60% nella massa grassa corporea, 

indicativo dell’obesità, conseguenza dell’aumentata assunzione di grassi e 

zuccheri. Il guadagno proteico è negativo in ratti di controllo, indicando che i ratti 

perdono la massa proteica, condizione tipica dell’età avanzata (Dardevet et al., 

2000). In aggiunta, il guadagno proteico nei ratti HFF è notevolmente più basso 

rispetto ai ratti di controllo, dimostrando che la perdita della massa proteica è 

aggravata dalla dieta HFF. Questa perdita si riflette nel contenuto proteico 
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corporeo più basso in ratti HFF rispetto quelli LF, sebbene i valori non 

raggiungano risultati statisticamente significativi. Precedentemente, è stato 

dimostrato che ratti adulti (90 giorni) nutriti con una dieta HFF mostrano un 

incremento nel guadagno dei lipidi corporei, mentre il guadagno proteico non è 

influenzato dalla dieta (Crescenzo et al., 2015). Di conseguenza, sembra che i ratti 

di mezza età siano metabolicamente più vulnerabili agli effetti della dieta HFF, 

indicando così che le abitudini alimentari di una popolazione di mezza età sono 

un fattore critico sul mantenimento della massa magra e di uno stato di benessere. 

In aggiunta allo squilibrio del metabolismo dei lipidi, la dieta HFF determina 

insulino-resistenza. Il test di tolleranza al glucosio è alterato e l’indice di 

resistenza epatica all’insulina è incrementato in ratti HFF. In linea con questo 

risultato, a livello molecolare, la quantità di Akt fosforilata, forma attiva della 

chinasi, riscontrata a valle della via di trasduzione dell’insulina, è più bassa in ratti 

HFF. 

Un’altra modifica metabolica trovata in ratti HFF è l’alterazione del profilo 

lipidico con incremento di trigliceridi, colesterolo totale e colesterolo LDL. In 

aggiunta, la necrosi degli epatociti (ALT plasmatica) è evidente in questi ratti. Dal 

momento che il fegato ha un ruolo importante nel metabolismo dei lipidi ed è il 

sito principale del metabolismo del fruttosio, sono stati valutati gli effetti della 

dieta HFF su questo organo. In accordo con i risultati precedenti ottenuti in ratti 

adulti (Crescenzo et al., 2014), ho riscontrato che una dieta HFF suscita un 

incremento della deposizione di trigliceridi nel fegato, associata ad un aumento 

del contenuto epatico di colesterolo. L’incremento del contenuto epatico di 

trigliceridi potrebbe derivare dalla mancata inibizione della lipogenesi de novo 

nel fegato, che solitamente avviene in seguito all’assunzione di diete ad alto 
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contenuto di grassi, per contrastare l’aumento dei lipidi provenienti 

dall’alimentazione (Crescenzo et al., 2012). La risposta metabolica è in linea con 

i precedenti risultati ottenuti nel fegato di ratti adulti dopo 2 settimane di dieta 

HFF (Crescenzo et al., 2014). Allo stesso modo la diminuzione dell’attività 

dell’SCD è in accordo con studi precedenti (Crescenzo et al., 2014) e con quelli 

che dimostrano che il fegato grasso, indotto dalla dieta, è associato con la down-

regolazione della trascrizione epatica di SCD e la de-dimerizzazione della 

proteina sintetizzata in un modello di ratto (Fernández et al., 2013). È interessante 

notare che la bassa attività epatica di SCD è associata con il fegato grasso e 

l’insulino-resistenza in uomini obesi (Stefan et al., 2008). Per far luce sul possibile 

meccanismo alla base dell’incremento del contenuto epatico di colesterolo in ratti 

HFF, ho analizzato il recettore delle LDL nel fegato, ma non ho riscontrato 

cambiamenti significativi, escludendo così che questa proteina, che ha un ruolo 

importante nella captazione delle lipoproteine (Mensenkamp et al., 2001), sia 

coinvolta in questo processo. Si può ipotizzare che la down- regolazione 

dell’attività di SCD trovata in ratti HFF può avere un ruolo nell’aumento del 

colesterolo epatico. Infatti, la SCD sintetizza acidi grassi monoinsaturi, 

principalmente acido palmitoleico ed oleico, che sono gli acidi grassi più utilizzati 

per la formazione di esteri del colesterolo per la loro inclusione nelle VLDL 

(Ntambi et al., 2004). Così è possibile che l’eccesso di colesterolo nel fegato 

proveniente dalla dieta è solo parzialmente esportato, mentre la porzione 

maggiore rimane nel fegato.  

La dieta HFF è associata anche all’aumento dello stress ossidativo epatico. Lo 

stress ossidativo si verifica quando aumenta la produzione di ROS o si verifica 

una diminuzione delle difese antiossidanti. Un fattore che potenzialmente 
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influisce sull’incremento dello stress ossidativo è la diminuzione significativa 

della catalasi, enzima antiossidante. Tra i siti cellulari coinvolti nella produzione 

di ROS, i mitocondri svolgono un ruolo di primo piano. Pertanto, ho studiato la 

funzione respiratoria epatica dei mitocondri e ho trovato una compromissione 

indotta dalla dieta nella respirazione guidata dal complesso I, associata a un 

aumento compensativo della quantità di complesso I. Va notato che è stata trovata 

in precedenza una significativa diminuzione della respirazione legata al 

complesso I nei ratti giovani (30 giorni di età) dopo 30 giorni di una dieta ricca di 

lipidi (Iossa et al.,2000). Pertanto, è possibile che, indipendentemente dall'età 

degli animali, si verifichi un danno ossidativo nello specifico al complesso 

mitocondriale I nel fegato a seguito all'assunzione di una dieta ricca di lipidi. In 

accordo con questo suggerimento, è stato riscontrato che l'attività epatica del 

complesso mitocondriale I è specificamente ridotta a seguito di un'alimentazione 

ricca di grassi (Garnol et al., 2014) e questo complesso è più sensibile al danno 

ossidativo rispetto agli altri. Una fonte principale della produzione di ROS è 

l’enzima NADPH ossidasi. L’aumento significativo di questo enzima trovato in 

ratti HFF è indicativo dell’incremento della produzione di ROS attraverso questo 

pathway. Infatti, la NADPH ossidasi è un complesso multiproteico, che può 

causare lo stress ossidativo riducendo l’ossigeno molecolare a superossido e 

perossido di idrogeno. È stato suggerito un ruolo per la NADPH ossidasi nella 

patogenesi della steatosi epatica, sulla base dei risultati ottenuti su topi con 

deficienza di NADPH-ossidasi che sono resistenti alla fibrosi epatica (De Minicis 

et al., 2010). In aggiunta è stato dimostrato che sia l’espressione genica delle 

componenti molecolari dell’NADPH ossidasi e l’attività enzimatica sono 

incrementate nel fegato di topi alimentati con una dieta ricca di lipidi (García-
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Ruiz et al., 2014) e la produzione di ROS attraverso questa via è stata trovata 

aumentata in ratti alimentati con una dieta ad alto contenuto di acidi grassi e 

fruttosio (Feillet-Coudray et al., 2019). Va sottolineato che una serie di fattori può 

stimolare l'attività della NADPH ossidasi, compresi gli acidi grassi saturi (García-

Ruiz et al., 2015) e il TNF-α (Cheranov et al., 2016). 

L'aumento dello stress ossidativo nel fegato di ratti HFF è accompagnato da un 

aumento dei marcatori di infiammazione, come l'attività della mieloperossidasi e 

il contenuto di lipocalina e della citochina infiammatoria TNF-α. Inoltre, il 

contenuto della proteina PPARγ è marcatamente ridotto nei ratti HFF, quindi 

probabilmente contribuendo all’infiammazione del tessuto, considerato il ruolo 

antinfiammatorio di questo fattore di trascrizione (Silva et al., 2018). 

E’interessante l'aumento della lipocalina epatica, poiché questa proteina, la cui 

fonte principale è il fegato (Sultan et al., 2012), è attualmente considerata un 

marker di obesità (Wang et al., 2007), oltre ad avere un ruolo chiave nella 

modulazione della risposta della fase acuta (Liu et al., 1995). È stata osservata una 

marcata sovra regolazione della lipocalina nel fegato in parallelo con la funzione 

mitocondriale alterata e aumento dell'infiammazione dopo 4 settimane di una 

dieta ricca in fruttosio (Alwahsh et al., 2014); quindi, si può suggerire che 

l'aumento della lipocalina epatica trovato nei ratti HFF sia dipendente dall'elevato 

contenuto di fruttosio della dieta. 

 

Per quanto riguarda l'ippocampo, è stata evidenziata una aumento della capacità 

respiratoria massima misurando i tassi di respirazione in presenza di substrati dei 

complessi I e II e FCCP, escludendo così la regolazione esercitata dal complesso 



 

97 

 

ATP sintasi. Tenendo conto dei dati relativi alla quantità dei diversi complessi 

respiratori, si può osservare una dimiuzione dei complessi I e II accompagnata da 

un aumento del complesso IV. Questo risultato suggerisce che il complesso IV 

esercita un elevato controllo sulla respirazione mitocondriale quando entrambi i 

substrati dei complessi I e II vengono ossidati senza il controllo dell'ATP sintasi, 

in accordo con i risultati precedenti (Davey et al., 1996). Diversi studi hanno 

riportato alterazioni nell'attività degli enzimi della catena respiratoria in animali 

alimentati con una dieta ricca di grassi, ma sono stati ottenuti risultati incoerenti, 

poiché è stato dimostrato che queste attività enzimatiche diminuiscono, 

rimangono invariate o addirittura aumentano (Franko et al., 2014). In effetti, le 

conseguenze bioenergetiche della dieta ricca di grassi dipendono fortemente dalla 

fonte di grasso, dalla durata del trattamento, dalla specie o dal ceppo di roditori o 

dall'età iniziale (Kakimoto et al., 2016) 

 È interessante notare che nei ratti di mezza età il regime alimentare consistente in 

assunzione di alto contenuto di grassi e fruttosio non esercita un forte effetto sulla 

funzionalità mitocondriale né sulla quantità dei complessi respiratori nella 

corteccia prefrontale, mentre era stato precedentemente riscontrato in ratti adulti 

che solo 2 settimane di una dieta ricca in fruttosio erano in grado di indurre una 

diminuzione della funzionalità mitocondriale nell’ippocampo (Cigliano et al., 

2018). È quindi possibile che, contrariamente a quanto generalmente si crede, gli 

stimoli del trattamento sono più dannosi per i mitocondri durante l’età adulta che 

nella mezza età. 

Il processo di invecchiamento, così come l'insorgenza dell'obesità, sono da lungo 

tempo noti per essere associati all'accumulo di ROS. Qualunque fattore di stress, 

in grado di aumentare la produzione di ROS e di superare i sistemi antiossidanti 
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cellulari, compromette la funzione bioenergetica dei mitocondri, alterando il ciclo 

dell'acido tricarbossilico e la catena respiratoria con ulteriore produzione di ROS. 

Questo innesca un circolo vizioso che aggrava progressivamente lo stress 

ossidativo e la disfunzione mitocondriale (Grimm et al., 2017). Ancora una volta, 

l’ippocampo mostra una maggiore propensione agli insulti metabolici, con danno 

ossidativo ai lipidi. L'aumento indotto dalla dieta HFF del danno ossidativo è 

concomitante a una significativa riduzione della quantità di UCP2, in accordo con 

il fatto che questa proteina protegge i neuroni riducendo la produzione di radicali 

liberi (Lu et al., 2014). Nel complesso, dunque, nei ratti di mezza età, la dieta HFF 

provoca una condizione di stress ossidativo nell’ippocampo, anche in assenza di 

marcati cambiamenti dei mitocondri. 

Per caratterizzare meglio i cambiamenti nello stato redox indotti nel cervello da 

una dieta ricca di grassi/zuccheri, ho analizzato i livelli proteici di PGC-1α e 

PPARα, che è un bersaglio di PGC-1α. In effetti, è noto che PGC-1α sia coinvolto 

nella regolazione dei geni che proteggono le cellule neuronali dallo stress 

ossidativo, come la superossido dismutasi mitocondriale (St-Pierre et al., 2006). 

Inoltre, è stato suggerito che PPARα giochi un ruolo nel controllo della plasticità 

sinaptica nei neuroni dell'ippocampo nel sistema nervoso centrale (Roy et al., 

2015). In accordo con precedenti studi sulla diminuzione di PGC-1α indotta da 

una dieta ad elevato contenuto di grassi nel cervello (Morselli et al., 2016), la dieta 

HFF induce una compromissione di questi meccanismi difensivi, poiché PGC-1α 

(nell'ippocampo e nella corteccia frontale) e i livelli di PPARα (nell'ippocampo) 

sono notevolmente diminuiti. 

È stato dimostrato che il rischio di disfunzione cerebrale è aumentato nei soggetti 

in sovrappeso o obesi (Anstey et al., 2011). I meccanismi sottostanti non sono 
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definiti con precisione, ma l'obesità è stata associata a diversi processi relativi 

all'accelerazione dell'invecchiamento, tra cui lo stress ossidativo e 

l'infiammazione (Bhat, 2010). Il legame tra obesità e malattie cerebrali può essere 

ulteriormente chiarito studiando l'alterazione della fisiologia del tessuto adiposo. 

In effetti, è stato suggerito che le molecole rilasciate o prodotte dal tessuto adiposo 

potrebbero essere il legame molecolare tra obesità e disfunzione cerebrale 

(Parimisetty et al., 2016). Infatti, l'espansione del tessuto adiposo porta 

all'infiammazione locale e al rilascio di citochine e adipochine nella circolazione 

sistemica, che a loro volta potrebbero contribuire alla patogenesi dei disturbi 

cerebrali (Sutinen et al., 2012). Poiché questo problema non è stato approfondito, 

ho cercato di studiare l'effetto di una dieta western a breve termine sui marker 

funzionali del tessuto adiposo bianco, su marcatori funzionali e la loro possibile 

somiglianza con i cambiamenti in due aree cerebrali critiche per l'apprendimento 

e la memoria, vale a dire l'ippocampo e la corteccia frontale. La fenotipizzazione 

metabolica dei ratti di mezza età ha evidenziato gli effetti deleteri della dieta HFF, 

con l'aumento del peso assoluto e relativo dell’e-WAT. Questo deposito adiposo 

è tra i cuscinetti di grasso più grandi e facilmente accessibili nel ratto (Chusyd et 

al., 2016), ed è stato dimostrato che raggiunge la sua massima espansione prima 

(dopo 4 settimane di alimentazione ad alto contenuto di grassi) rispetto ad altri 

depositi di tessuto adiposo (Guo et al., 2013). L'espansione dell’e-WAT nei ratti 

HFF è ben correlata con l'aumento dell'introito calorico durante le prime due 

settimane e con la diminuzione nel contenuto delle proteine chiave coinvolte nella 

regolazione del funzionamento degli adipociti, vale a dire UCP2, PPAR-α e PGC-

1α. In effetti, PPAR-α e PGC-1α svolgono un ruolo centrale nella regolazione 

metabolica nel tessuto adiposo (Cheng et al., 2018). Inoltre, l'UCP2 può 
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influenzare il metabolismo sistemico regolando il rilascio di adipochine da parte 

di questo tessuto (Chevillotte et al., 2007). È interessante notare che la stessa 

diminuzione di UCP2, PPAR-α e PGC-1α è stata osservata anche nell’ippocampo 

e nella corteccia. La dieta HFF ha provocato resistenza all'insulina non solo a 

livello sistemico, ma anche nell'e-WAT, dove gli effettori a valle della 

segnalazione dell'insulina (IRS, Akt ed Erk) erano meno attivati nei ratti HFF, 

suggerendo così una condizione di resistenza all'insulina in questo tessuto. Nei 

ratti HFF è stata trovata anche infiammazione sistemica, come dimostrato 

dall'aumento dei livelli plasmatici di TNF-α e aptoglobina, che è una delle 

proteine più rappresentate della fase acuta. Allo stesso modo, l'e-WAT dei ratti 

HFF ha mostrato un aumento del contenuto di TNF-α, in accordo con la frequente 

associazione tra insulino-resistenza e infiammazione (Shoelson et al., 2007). 

L'aumento è rilevante e potrebbe essere alla base dell'aumentato del contenuto di 

lipocalina trovato nell’e-WAT di questi animali. In effetti, l'espressione della 

lipocalina negli adipociti è regolata dall'obesità e dal TNF-α e può, a sua volta, 

indurre resistenza all'insulina (Yan et al., 2007). In linea con lo stato 

infiammatorio sistemico e adiposo, è stata evidenziata una condizione di 

infiammazione cerebrale in risposta alla dieta HFF. Un aumento associato alla 

dieta di TNF-α è stato osservato nell'ippocampo e il livello di aptoglobina è stato 

trovato più alto sia nell'ippocampo che nella corteccia frontale dei ratti HFF. 

Finora non sono disponibili dati sui cambiamenti dell'aptoglobina nel cervello di 

ratti di mezza età associati alla dieta. L'aumento dell'aptoglobina cerebrale 

potrebbe rappresentare un meccanismo protettivo contro la condizione di 

maggiore stress ossidativo riscontrato nell'ippocampo, a causa della sua ben nota 

attività antiossidante (Maresca et al., 2015).  
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L'analisi dei cambiamenti dell'adiponectina mostra una diminuzione in e-WAT. 

Questo risultato è in buon accordo con i più bassi livelli delle proteine UCP2 e 

PPAR-α, poiché è stato dimostrato che l'espressione dell'adiponectina è regolata 

tramite PPAR-α (Goto et al., 2011) e UCP2, che controlla l'espressione genica 

dell'adiponectina nel tessuto adiposo (Maresca et al., 2015). È stata osservata 

anche una riduzione dell'adiponectina associata alla dieta sia nell'ippocampo che 

nella corteccia frontale. L’adiponectina può entrare nel cervello passando 

attraverso la barriera emato-encefalica (Thundyil et al., 2012). Quindi, il tessuto 

adiposo potrebbe essere la fonte di adiponectina cerebrale, anche se è stato 

segnalato che l’adiponectina viene prodotta anche nel cervello (Wilkinson et al., 

2007). 

Vale la pena ricordare che, oltre al suo ruolo nel miglioramento della sensibilità 

all'insulina e nella modulazione del metabolismo dei lipidi e dei carboidrati, è 

stato riportato anche che l'adiponectina influenza la neurogenesi, le sinapsi 

dell'ippocampo e la plasticità sinaptica (Zhang et al., 2016). Inoltre, esistono 

prove evidenti a sostegno degli effetti neuroprotettivi dell'adiponectina nelle 

colture cellulari e nei modelli animali (Letra et al., 2017). Pertanto, la riduzione 

dell'adiponectina nell’e-WAT potrebbe contribuire all'alterazione del 

funzionamento del cervello. 

Lo stato infiammatorio potrebbe contribuire all'insorgenza di insulino-resistenza 

cerebrale, tuttavia, cosa interessante, non è stata riscontrata un'alterazione 

nell'attivazione dell'IRS. È quindi possibile che la dieta HFF, somministrata per 

sole 4 settimane, sia in grado di indurre insulino-resistenza nel tessuto adiposo, 

nonché infiammazione cerebrale e stress ossidativo, ma non comprometta la 

risposta all'insulina nel cervello. L'aumentata attivazione della via Erk 
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nell'ippocampo potrebbe essere considerata come un marker di danno di 

quest'area del cervello. In effetti, l'attivazione di Erk sembra giocare un ruolo 

attivo in diversi modelli di morte neuronale, come il danno neuronale mediato da 

iperglicemia (Zhang et al., 2007) o la morte neuronale indotta da β-amiloide 

(Frasca et al., 2008). D'altra parte, la corteccia prefrontale è differentemente 

interessata e la diminuzione dei percorsi Akt ed Erk è probabilmente dovuta alla 

compromissione di altri meccanismi, inclusa la segnalazione delle neurotrofine, 

poiché sia Akt che Erk sono all'incrocio di diverse vie intracellulari. 

Si evince dunque che il tessuto adiposo sia fortemente influenzato dalla dieta HFF, 

e che vengano innescati in tale tessuto i principali danni metabolici connessi 

all’obesità, nonostante la breve durata del trattamento dietetico. Queste condizioni 

di alterata funzionalità metabolica potrebbero a loro volta andare ad influenzare 

negativamente la funzionalità cerebrale e quindi rappresentare il nesso molecolare 

tra obesità e disfunzione cerebrale. 

Presi nel loro insieme, questi risultati forniscono la prova che ratti di mezza età 

mostrano una suscettibilità ad una dieta Western a breve termine, esibendo 

un’alterata omeostasi redox ed insulino-resistenza nel fegato, infiammazione e 

insulino- resistenza nel tessuto adiposo e alterazione celebrale, con l’ippocampo 

che si presenta come una regione maggiormente suscettibile ad una 

compromissione metabolica rispetto alla corteccia prefrontale. Studi futuri rivolti 

alla risposta di una dieta ad alto contenuto di grassi e di fruttosio in ratti giovani, 

rispetto quelli di mezza età, consentiranno di approfondire ulteriormente 

l'interazione tra età e dieta oltre a verificare l’ipotesi di un nesso tra obesità e 

disfunzioni cerebrali. Inoltre, I dati presentati indicano che le risposte alla dieta 

HFF sono simili nel tessuto adiposo e nel cervello per molti (UCP2, PPAR-α, 
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PGC-1α, TNF-α, adiponectina), ma non tutti i marcatori analizzati (i.e., l’insulino-

resistenza insorta nell’e-WAT ma non nel cervello, o la lipocalina e l’aptoglobina, 

i cui livelli non sono modificati nel cervello o nell’e-WAT, rispettivamente). Se 

questa similarità di risposta sia dovuta ad un “crosstalk” tra le due aree o se esse 

siano interconnesse tramite un terzo elemento è al momento ignoto e sicuramente 

questa rappresenta un’importante area di studio per esperimenti futuri.  

 

Figura 22. Effetti di 4 settimane di “western diet” in ratti di mezza età. 
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