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Il Disturbo dello Spettro Autistico (ASD) è una sindrome del neurosviluppo caratterizzata 

da un'ampia gamma di sintomi clinici che si manifestano attraverso deficit sociali e 

comportamenti ripetitivi e stereotipati. Questi sintomi spesso si associano a comorbilità 

psichiatriche e mediche che aggiungono complessità al quadro patologico del disturbo. 

La sua pervasiva diffusione e persistenza per l'intero corso della vita conferiscono 

all’ASD una rilevanza significativa nell'ambito della salute pubblica. Tuttavia, i 

meccanismi fisiopatologici sottostanti risultano ancora parzialmente compresi e 

attualmente mancano farmaci specifici mirati. 

Dato l’alto grado di complessità e di eterogeneità della sintomatologia associata a questa 

sindrome, l'adozione di un approccio multifunzionale emerge come un valido strumento 

per approfondire la comprensione della sua fisiopatologia e per sviluppare terapie più 

efficaci. Nel quadro di queste strategie, l'induzione dello stato metabolico di chetosi 

risulta un approccio promettente, in grado di ridurre comportamenti anomali e migliorare 

contemporaneamente l'aspetto psicologico e sociologico in diverse malattie neurologiche, 

attraverso vari percorsi molecolari e la modulazione del microbiota intestinale, 

identificato come un importante centro di regolazione cerebrale. 

In questo contesto, il presente progetto di dottorato mira a contribuire significativamente 

alla comprensione della fisiopatologia dell’ASD, esaminando approfonditamente gli 

aspetti comportamentali, le dinamiche molecolari, la correlazione con il microbiota 

intestinale e le potenziali strategie terapeutiche. In particolare, l'analisi degli impatti della 

chetosi sulle performance comportamentali e su meccanismi molecolari-chiave, integrata 

alla valutazione del microbiota intestinale, rappresenta l'approccio metodologico adottato 

nel corso di questa ricerca utilizzando il modello murino di autismo BTBR, sia in vivo 

che in vitro. 

Da un primo studio in vivo, l’uso di una dieta chetogenica (KD) ha ridotto i deficit sociali 

(p=0.002), i comportamenti ripetitivi (p<0.001) e i disturbi di memoria (p=0.001) nei topi 

BTBR. Questi cambiamenti comportamentali si sono associati a livelli ridotti di 

espressione del fattore di necrosi tumorale alfa (TNF-α), interleuchina (IL)-1β e IL-6 nel 

plasma (p = 0.007; p < 0.001 e p = 0.023, rispettivamente), nella corteccia prefrontale 

(PFC; p = 0.006; p = 0.04 e p = 0.03) e nell'ippocampo (HIP; p = 0.02; p = 0.09 e p = 

0.03). Inoltre, la KD ha contribuito a ridurre lo stress ossidativo modificando i livelli di 

perossidazione lipidica (TBARS) e l'attività della superossido dismutasi (SOD) nelle 

suddette aree cerebrali. È stato interessante notare che la KD ha aumentato i microbi 

potenzialmente benefici (Akkermansia e Blautia) e normalizzato i livelli aberranti di 
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Lactobacillus, sottolineando così il suo impatto neurofisiologico anche attraverso la 

modulazione del microbiota intestinale. 

La correlazione tra la modulazione del microbiota intestinale e i cambiamenti 

comportamentali è supportata dall’analisi dettagliata dell’effetto di cinque ceppi di 

Lactobacilli nei topi BTBR in uno studio condotto durante il periodo all’estero previsto 

all’interno del progetto di dottorato. Questo studio specifico ha rivelato un impatto 

differenziale dei ceppi L. salivarius - LS7892, L. gasseri - LG6410, L. plantarum - 

LP14D, L. reuteri -LR92 e L. camelliae - LC LMG 24277 sul comportamento sociale, 

attività motoria e ansia nei topi BTBR. Tra i ceppi oggetto di studio, LS7892 si è 

configurato come un potenziale probiotico per il trattamento dell’ASD. 

In seguito, lo studio in vitro ha evidenziato alterazioni nell’organizzazione citoscheletrica 

e sinaptica nei neuroni PFC e HIP dei BTBR, in associazione a variazioni nei livelli di 

espressione del Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF). L’induzione di uno stato di 

chetosi ha modulato positivamente la rete neuronale, stabilizzando le connessioni 

compromesse e aumentando significativamente i livelli del BDNF (p<0.001). 

In sintesi, i risultati di questo progetto di dottorato evidenziano la significativa rilevanza 

dell'approccio chetogenico e delle modulazioni del microbiota nel contesto dell'ASD, 

contribuendo a una comprensione più approfondita delle basi fisiopatologiche e aprendo 

prospettive innovative per lo sviluppo di terapie personalizzate e mirate. 
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Autism Spectrum Disorder (ASD) is a complex neurodevelopmental syndrome 

characterized by a diverse range of clinical manifestations, encompassing social deficits 

and repetitive stereotypical behaviors. These symptoms often coexist with psychiatric and 

medical comorbidities, adding intricacy to the pathological profile of the disorder. The 

pervasive prevalence and enduring symptoms across the lifespan underscore the 

significant public health impact of ASD. However, the underlying pathophysiological 

mechanisms remain poorly understood, and there is a current lack of specific targeted 

medications. 

Given the intricate and heterogeneous nature of the symptomatology associated with this 

syndrome, the adoption of a multifaceted approach emerges as a valuable strategy to 

deepen the comprehension of its pathophysiology and advance more effective therapeutic 

interventions. Within these strategic considerations, inducing a ketogenic metabolic state 

presents a promising avenue, capable of mitigating abnormal behaviors while 

concurrently ameliorating psychological and sociological aspects across various 

neurological conditions. This approach operates through diverse molecular pathways, 

including the modulation of the gut microbiota, identified as a pivotal center for brain 

regulation. 

In the context of addressing these challenges, the current doctoral project aims to 

significantly contribute to the comprehension of ASD's pathophysiology. This is achieved 

through a comprehensive exploration of behavioral aspects, molecular dynamics, the 

association with the gut microbiota, and potential therapeutic strategies. Noteworthy is 

the adopted methodological approach, which involves analyzing the effects of ketosis in 

the BTBR rodent model of autism, encompassing both in vivo and in vitro assessments. 

This analysis includes evaluations of behavioral performance, key molecular 

mechanisms, and integration with the assessment of the gut microbiota. 

Results from an initial in vivo study demonstrated that the adoption of a ketogenic diet 

(KD) notably mitigated (p=0.002), repetitive behaviors (p<0.001), and memory 

impairments (p=0.001) in BTBR mice. These behavioral enhancements were associated 

with reduced levels of tumor necrosis factor-alpha (TNF-α), interleukin (IL)-1β, and 

interleukin-6 in the plasma (p=0.007; p<0.001, and p=0.023, respectively), prefrontal 

cortex (PFC; p=0.006; p=0.04, and p=0.03), and hippocampus (HIP; p=0.02; p=0.09, and 

p=0.03). Furthermore, the KD mitigated oxidative stress, evidenced by modifications in 

lipid peroxidation levels (TBARS) and superoxide dismutase (SOD) activity in the brain 

areas of BTBR mice. Of particular interest, the KD positively influenced beneficial 
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microbiota (Akkermansia and Blautia) and normalized aberrant levels of Lactobacillus in 

the feces of BTBR mice, underlining its neurophysiological impact through the 

modulation of the gut microbiota. 

The correlation between gut microbiota modulation and behavioral changes is 

substantiated by a meticulous analysis of the effects of five Lactobacillus strains in a 

study conducted during the planned abroad period within the doctoral project. This 

specific investigation unveiled a differential impact of the strains L. salivarius - LS7892, 

L. gasseri - LG6410, L. plantarum - LP14D, L. reuteri - LR92, and L. camelliae - LC 

LMG 24277 on social behavior, motor activity, and anxiety in BTBR mice. Particularly 

noteworthy, LS7892 emerged as a potential probiotic for ASD treatment among the 

examined strains. 

Following in vitro investigations revealed alterations in the cytoskeletal and synaptic 

organization in PFC and HIP neurons of BTBR, linked to fluctuations in Brain-Derived 

Neurotrophic Factor (BDNF) expression levels. The induction of a ketogenic state 

exhibited a beneficial modulation of the neural network, stabilizing compromised 

connections, and significantly increasing BDNF levels (p<0.001). 

In conclusion, the outcomes of this doctoral project underscore the significant relevance 

of the ketogenic approach and the modulation of the gut microbiota in the context of ASD. 

This research contributes to a more profound understanding of the pathophysiological 

foundations, offering innovative perspectives for the development of personalized and 

targeted therapeutic approaches. 
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L’autismo è un complesso disturbo dello sviluppo neurologico che si distingue per la sua 

diffusione significativa, la complessità delle sue manifestazioni, il peso emotivo ed 

economico che impone alle famiglie coinvolte, e per il suo impatto sulla comunità in 

termini di questioni sociali, economiche ed educative (Lyall et al., 2017). Le 

caratteristiche diagnostiche che definiscono tale disturbo includono un'interazione sociale 

e una capacità di comunicazione compromessa, unite a modelli di comportamento ristretti 

e ripetitivi (Kodak e Bergmann, 2020). Poiché l’intensità con cui si manifestano questi 

sintomi differisce tra i soggetti e può subire una modulazione nel tempo, tale sindrome va 

considerata all’interno di uno “spettro” ed è identificata come Disturbo dello Spettro 

Autistico (acronimo inglese di “Autism Spectrum Disorder”, ASD; Ousley e Cermak, 

2014). In aggiunta, comorbilità psichiatriche e mediche quali ansia, deficit mnemonici e 

disturbi gastrointestinali sono comuni tra i soggetti affetti da tale disturbo. Perciò esse, 

sovrapponendosi e mascherando le caratteristiche principali dell’ASD, introducono 

ulteriori complessità nella gestione di questa condizione (Alò et al., 2021; Shu et al., 

2022). 

Ad oggi, i processi patologici e l'eziologia molecolare di questo disturbo non sono stati 

ancora completamente definiti a causa dell'interazione complessa tra una componente 

genetica altamente eterogenea e una molteplicità di fattori ambientali che possono 

influenzarne la manifestazione fenotipica (Cheroni et al., 2020). Di conseguenza, gli 

approcci terapeutici utilizzati per il trattamento di questa sindrome sono spesso limitati e 

agiscono principalmente sulle comorbilità piuttosto che sui sintomi diagnostici. 

Ciononostante, meccanismi fisiopatologici chiave emergono come promettenti linee di 

ricerca per aumentare la nostra comprensione sull’autismo e per cercare percorsi comuni 

che potrebbero essere utili per lo sviluppo di terapie più mirate. 

Evidenze in letteratura indicano che gli eventi infiammatori svolgono un ruolo cruciale 

nella patogenesi dell’ASD, influenzando in particolar modo la manifestazione dei suoi 

sintomi comportamentali (Lee et al., 2016; Abruzzo et al., 2019; Tzanoulinou et al., 

2022). I pazienti affetti da ASD presentano stati infiammatori alterati e irregolarità nel 

sistema immunitario, con livelli significativamente elevati di citochine pro- 

infiammatorie, quali interleuchine (IL) e fattore di necrosi tumorale alfa (TNF-α; Ahmad 

et al., 2019). L’infiammazione in un certo range fisiologico svolge una funzione protettiva 

modulando la plasticità cerebrale e mantenendo l’equilibrio neuronale. Tuttavia, una sua 

deviazione da questo range può portare a deficit neuronali e contribuire allo sviluppo di 

aberrazioni comportamentali (Golia et al., 2019; Xie et al., 2021). 



Introduzione 

10 

 

 

In parallelo, condizioni significative di stress ossidativo sono state documentate nell’ASD 

e correlate alla sua patogenesi (Pangrazzi et al., 2020). Così come l’infiammazione, anche 

lo stress ossidativo a concentrazioni fisiologiche nell'organismo, regola diverse funzioni 

neuronali quali la plasticità sinaptica, la segnalazione cellulare, l'orientamento degli 

assoni e l'apoptosi (Jomova et al., 2023). In uno stato cronico, però, le specie reattive 

possono diventare dannose e compromettere le funzioni neuronali anche a seguito 

dell’induzione/alimentazione di disfunzioni neuro-infiammatorie (Teleanu et al., 2022). 

Inoltre, evidenze crescenti suggeriscono che la comunicazione tra il microbiota intestinale 

e il sistema nervoso centrale, nota come asse intestino-cervello, può essere coinvolta nelle 

anomalie comportamentali tipiche dell’ASD (Avolio et al., 2022). Oltre al suo 

coinvolgimento nello sviluppo cerebrale, il microbiota intestinale è in grado di 

influenzare la funzionalità neuronale in ogni fase di vita attraverso vari meccanismi (Chen 

et al., 2021). La popolazione microbica dell’intestino può, infatti, attraverso metaboliti, 

neurotrasmettitori e altri componenti neuroattivi influenzare la trasmissione di segnali 

neuronali e/o innescare processi infiammatori (Morais et al., 2021). Inoltre, la mimica 

molecolare derivante dai microrganismi, che si manifesta attraverso l'omologia tra gli 

antigeni derivati dai microrganismi e quelli derivati dall'uomo, è stata riconosciuta come 

un’altra modalità attraverso cui il microbiota intestinale può modulare le funzioni 

neuronali (Elsayed et al., 2022). A tal proposto, recentemente è stato dimostrato che un 

lisato di Lactobacillus reuteri è in grado di aumentare sia i livelli plasmatici di ossitocina 

che il numero di neuroni immunopositivi all'ossitocina nella parte caudale del nucleo 

paraventricolare dei roditori (Varian et al., 2017). Questo suggerisce la capacità del lisato 

di produrre molecole segnalatrici che favoriscono il rilascio di ossitocina, un ormone 

coinvolto nel comportamento sociale e considerato un potenziale obiettivo terapeutico 

nell'autismo (Huang et al., 2021). 

Gli studi epidemiologici indicano che un approccio dietetico adeguato, agendo in 

multilivello attraverso diverse dimensioni fisiologiche e sistemi biologici, possa 

contribuire al miglioramento di vari disturbi, inclusi quelli neurologici, e fornire così una 

prospettiva utile per comprendere più approfonditamente i meccanismi patologici 

correlati (Mao et al., 2021; Haro et al., 2019; Feng et al., 2022; Ramírez-Salazar et al., 

2021). In tale contesto, la dieta chetogenica (KD), regime dietetico responsabile 

dell’induzione dello stato metabolico definito “chetosi”, emerge come un elemento 

rilevante. La KD riducendo in modo drastico i carboidrati e aumentando di contro i grassi, 

costringe il corpo ad utilizzare questi ultimi come fonte energetica attraverso processi di 
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degradazione e di formazione di corpi chetonici come il 3-β-idrossibutirrato (BHB), 

l'acetoacetato e l'acetone. A seguito dei numerosi effetti dei corpi chetonici sulla 

neurofisiologia, l'interesse nella comunità scientifica per la KD è cresciuto. Infatti, diversi 

studi, sia clinici che preclinici, hanno dimostrato che la KD è in grado di svolgere un 

ruolo prezioso nel trattamento di diverse patologie, tra cui epilessia, depressione, 

emicrania, Alzheimer e morbo di Parkinson (Pietrzak et al., 2022). Inoltre, studi clinici 

hanno indicato che la somministrazione di KD in bambini autistici riduce le aberrazioni 

comportamentali, migliorando le abilità cognitive e sociali (Evangeliou et al. 2003; 

Herbert and Buckley 2013, Żarnowska et al., 2018). In aggiunta, la KD è in grado di 

modulare il microbiota intestinale (Kaviyarasan et al., 2022), le cui alterazioni della 

composizione sono state riscontrate nei soggetti affetti da ASD (Vuong and Hsiao, 2017). 

Alla luce di quanto appena riportato, questo progetto di dottorato nasce con lo scopo di 

approfondire la comprensione dei meccanismi fisiopatologici dell’ASD e di fornire una 

solida base per lo sviluppo di interventi terapeutici mirati ed efficaci. In tale contesto, 

l'analisi dell'impatto della KD sulla fisiologia neuronale in un modello murino di autismo 

idiopatico, il ceppo di topo BTBR T+ Itpr3tf/J, è stata impiegata come approccio analitico 

per conseguire tale scopo. Comprendere come i corpi chetonici lavorano nel contesto 

dell’ASD può contribuire significativamente all'identificazione di percorsi comuni che 

potrebbero essere individuati per lo sviluppo di terapie più mirate che, possano portare 

benefici simili a quelli ottenuti con la KD, superandone però le limitazioni cruciali legate 

non solo ai suoi possibili effetti collaterali, ma anche alla poca tollerabilità se 

somministrata a lungo termine. 

La strategia adottata per raggiungere il suddetto scopo è stata articolata in fasi distintive, 

ovvero parte I-A e I-B (in vivo) e parte II (in vitro): 

- Parte I-A: Nella fase iniziale di questo studio sono stati indagati gli effetti della 

KD sui comportamenti tipici associati all’ ASD, ovvero deficit sociali e cognitivi, 

comportamenti ripetitivi e ansia. In particolare, i risultati comportamentali sono 

stati correlati con l'espressione cerebrale e plasmatica di TNF-α, IL-1β e IL-6, 

identificati come i principali mediatori dell'infiammazione e del percorso 

bidirezionale tra intestino e cervello (Zhao et al., 2021; Avolio et al., 2022). 

Inoltre, sono stati rilevati livelli di stress ossidativo (sostanze reattive all'acido 

tiobarbiturico, TBARS; superossido dismutasi, SOD) nella corteccia prefrontale 

(PFC) e nell'ippocampo (HIP). Contestualmente è stato valutato anche l’effetto 

della KD sul microbiota intestinale. 
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- Parte I-B: Questa sezione include uno studio condotto in collaborazione con il 

Professore Sergueï Fetissov presso l’Università di Rouen (Francia), che ha 

consentito di approfondire la relazione tra il microbiota intestinale e l’ASD. Nello 

specifico, è stata valutata la capacità di 5 diversi ceppi di Lactobacillus di 

influenzare l’interazione sociale, i livelli di ansia e l’attività motoria. In aggiunta 

è stata analizzata la capacità dei ceppi di Lactobacillus di modulare l’ossitocina 

plasmatica, saggiando al contempo la loro capacità di sintetizzare proteine con 

un'immunoreattività simile a questo peptide. 

- Parte II-B: Successivamente, è stato condotto uno studio in vitro per investigare 

gli effetti della chetosi su cellula. In dettaglio, colture di neuroni fronto-corticali 

e ippocampali, ottenute da topi BTBR, sono state esposte a condizioni 

chetogeniche. Successivamente, sono state sottoposte ad analisi morfologica e di 

valutazione dei livelli proteici del Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF), 

marcatore cruciale per la funzione neuronale. 

In sintesi, è stato esaminato l’impatto della KD nell’autismo utilizzando un metodo 

olistico che ha integrato analisi comportamentali e valutazioni di aspetti correlati, tra cui 

infiammazione, stress ossidativo e microbiota intestinale. Inoltre, la collaborazione 

internazionale con l'Università di Rouen ha arricchito il nostro approccio, aggiungendo 

una dimensione significativa all’indagine, soprattutto nel contesto dell’asse intestino- 

cervello. L’impiego di tecniche in vitro ha ulteriormente approfondito la comprensione 

dell'autismo offrendo insights a livello cellulare e un’analisi dettagliata della risposta 

neuronale alla condizione di chetosi. 
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IL DISTURBO DELLO SPETTRO AUTISTICO (ASD) 

 

Negli ultimi anni, c’è stato un passaggio significativo nel modo in cui l’autismo, termine 

ombrello di disturbo dello spettro autistico (ASD), viene riconosciuto e compreso. Da un 

disturbo raro e rigidamente definito, l’autismo è stato identificato come un gruppo 

eterogeneo di disturbi mentali ad esordio nell'età infantile, caratterizzato da deficit nelle 

interazioni sociali e nella comunicazione (Hirota e King, 2023). Prima dell'adozione del 

concetto di spettro, l’autismo era considerato come un insieme di disturbi separati, 

ognuno aventi criteri diagnostici specifici (manuale diagnostico dei disturbi mentali 

quarta edizione, DSM-IV). Tuttavia, questa classificazione non teneva conto della 

diversità e della varietà di manifestazioni di questa sindrome. Attualmente il termine 

comprende diverse condizioni come forme idiopatiche, tra cui autismo, sindrome di 

Asperger e disturbo pervasivo dello sviluppo non altrimenti specificato, e forme 

sindromiche quale la sindrome di Rett e dell'X fragile, nelle quali i sintomi autistici sono 

presenti in associazione ad una data condizione genetica e come parte di un quadro clinico 

più ampio. L’unificazione di queste condizioni precedentemente separate sotto la 

categoria di ASD è stata introdotta con il DSM-V che ha permesso così di riconoscere che 

le differenze individuali di questa sindrome esistono su un continuum. 

 

 

 

1. CARATTERISTICHE CLINICHE 

 

Nonostante i criteri diagnostici si siano evoluti nel corso dei decenni, l’ASD rimane un 

complesso disturbo dello sviluppo neurologico, caratterizzato da compromissioni nella 

sfera sociale e da comportamenti ristretti e ripetitivi che ne costituiscono i sintomi 

diagnostici (Kim et al., 2018). Questi sintomi che si manifestano in tenera età, solitamente 

entro i primi tre anni di vita, provocano gravi compromissioni in ambito sociale, 

professionale e funzionale (DSM-V): 

 

 

- I deficit nella sfera sociale e comunicativa sono una caratteristica chiave dell’ 

ASD. Questi deficit possono includere ritardi nel linguaggio, discorsi monotoni, 

inversione pronominale, scarsa comprensione o addirittura totale assenza di 

linguaggio verbale. Anche la comunicazione non verbale è spesso compromessa 

a seguito di difficoltà nell’utilizzo di espressioni facciali e gesti, oltre che assenza 
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di contatto visivo. Un'altra importante caratteristica delle persone con ASD è la 

difficoltà nella reciprocità socio-emotiva; i pazienti autistici sono meno inclini ad 

avviare una conversazione, mostrano scarso interesse nelle interazioni con i 

coetanei e in generale trovano difficile adattare il loro comportamento alle diverse 

situazioni sociali. 

-  I comportamenti ristretti e ripetitivi sono un'altra componente significativa 

dell’ASD. Questi comportamenti possono includere movimenti motori 

stereotipati (ad esempio, sbattere le mani o muovere le dita), l'uso ripetitivo di 

oggetti (come l'allineamento dei giocattoli) o il linguaggio ripetitivo (ecolalia). I 

comportamenti ristretti possono manifestarsi anche come resistenza al 

cambiamento o interessi fissati altamente restrittivi, che si distinguono per 

l'intensità o la focalizzazione. Inoltre, alcuni bambini con ASD possono presentare 

iper o iposensibilità a vari stimoli sensoriali mostrando una reazione estrema a 

suoni, luci o odori, oppure una ridotta reattività al dolore. 

 

 

Data la natura a spettro dell’ASD, le manifestazioni comportamentali variano in base alle 

abilità linguistiche, alle capacità intellettive e all'età degli individui (Pandina et al., 2020). 

Sebbene siano stati condotti pochi studi sull'evoluzione della sindrome autistica nel corso 

della vita, si osserva una tendenza generale alla riduzione nel tempo dell'intensità dei 

sintomi principali con una stabilizzazione in età adulta (Siebes et al., 2018; Bal et al., 

2019). Inoltre, poiché i sintomi dell’autismo possono variare per diversi motivi, tra cui lo 

sviluppo e la maturazione, l'adattamento e la compensazione, la variabilità individuale e 

il contesto specifico, è plausibile osservarne la comparsa di nuovi lungo tutto il corso 

della vita (Pandina et al.,2020). 

Nel quadro clinico dell'autismo è comune la presenza di comorbilità psichiatriche e 

mediche che ne complicano ulteriormente la gestione (Bougeard et al., 2021). Più del 

70% delle persone con autismo manifesta oltre ai sintomi diagnostici, condizioni mediche 

quali disturbi gastrointestinali, o psichiatrici come ansia, deficit cognitivi e depressione, 

in una percentuale maggiore rispetto alla popolazione generale (Fig.1.1; Bougeard et al., 

2021; De Filippis, 2018). Le comorbilità che si manifestano durante l'infanzia tendono a 

persistere anche nell'adolescenza, mentre altre, come l'epilessia e la depressione, possono 

svilupparsi successivamente durante l'adolescenza o l'età adulta (Liu et al., 2022; Rai et 

al., 2018). In generale, più numerose sono le condizioni concomitanti, maggiore è la 
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disabilità dell'individuo. L'elevata frequenza di comorbilità potrebbe essere il risultato di 

varianti genetiche e fattori di rischio ambientali “condivisi”, ovvero, correlati sia al 

rischio di sviluppare l’ASD che altre condizioni (Hawks e Constantino, 2020; 

Khachadourian et al., 2023). 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1.1 Caratteristiche cliniche dell'autismo. Deficit nella comunicazione e 

nell'interazione sociale nonché comportamenti e interessi ristretti e ripetitivi 

costituiscono i criteri diagnostici dell’ASD. In aggiunta, comorbilità 

psichiatriche e mediche sono spesso presenti nei pazienti autistici, 

complicandone ulteriormente il quadro clinico (modificato da Sauer et al., 

2021). 

 

 

 

2. EPIDEMIOLOGIA 

 

Determinare con precisione la prevalenza dell’ASD è una sfida complessa a causa di 

diversi fattori quali cambiamenti nei criteri diagnostici, diversità dei fenotipi della 

malattia e dell'eziologia e per la mancanza di una standardizzazione globale nella raccolta 

dei dati (Nevison et al., 2018). Nonostante queste limitazioni, sono stati compiuti sforzi 
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per stimare la prevalenza dell’ASD mediante studi epidemiologici che hanno così 

permesso di ottenere delle stime approssimative (Fig.1.2) 

Secondo le stime riportate dal Centro di Controllo delle Malattie, la prevalenza dell’ASD 

è di circa 185 su 10.000 negli Stati Uniti, 152 su 10.000 in Canada, 161 su 10.000 in 

Giappone e 100 su 10.000 in Francia. L’Olanda e la Germania mostrano il più basso grado 

di prevalenza (Chiarotti e Veronesi, 2020), mentre in India, con una popolazione di circa 

1,3 miliardi di persone, si stima che più di 2 milioni di bambini siano affetti da ASD 

(Chauhan et al., 2019). Per quanto riguarda l'Italia, le informazioni sulla prevalenza di 

questo disturbo sono limitate e si basano principalmente su registri di individui la cui 

diagnosi è avvenuta nell'età compresa tra 0 e 17 anni. La percentuale dei casi di autismo 

varia dallo 0,05% nella città di Catania, in Sicilia (Ferrante et al., 2015), allo 0,38% in 

Piemonte (dati ottenuti dal sistema informativo NPI.net, 2016) e allo 0,39% in Emilia- 

Romagna (dati dal sistema informativo ELEA, 2016). Tuttavia, è importante notare che 

questi dati rappresentano solo una parte della popolazione e potrebbero non riflettere 

completamente la prevalenza nell'intero paese, il che potrebbe spiegare i livelli più bassi 

registrati nella città di Catania. Ciononostante, la ricerca sull'autismo in Italia è in corso 

e gli sforzi sono rivolti a migliorare la raccolta dati e la comprensione della prevalenza di 

questo disturbo nel paese. 

Variazioni nella prevalenza dell’autismo sono state registrate anche tra diverse etnie in 

tutto il mondo, presumibilmente per l’utilizzo di strumenti per lo screening e valutazione 

che potrebbero non mostrare le stesse proprietà psicometriche tra diversi gruppi 

sociodemografici (Donohue et al., 2019; Durkin et al., 2017). Nonostante le differenze 

osservate nell'identificazione dell'autismo tra minoranze e bambini di origine caucasica, 

con i primi che vengono identificati in età più avanzate (Valicenti-McDermott et al., 2012; 

Montiel-Nava et al., 2017), studi recenti indicano che queste disparità potrebbero essere 

in diminuzione (Pham et al., 2022). È importante, quindi, considerare questi fattori per 

garantire un'identificazione precoce e una corretta diagnosi dell'autismo in tutti i gruppi. 

 

 

 

2.1 Differenze di genere nell'autismo: Implicazioni per la prevalenza e la diagnosi 

 

Il sesso è un fattore importante che influenza la prevalenza dell’ASD. Studi 

epidemiologici hanno indicato che il rapporto tra maschi e femmine nei bambini con ASD 

è di quattro a uno, suggerendo una maggiore prevalenza di questo disturbo nei maschi 
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(Zhang et al., 2020). Nonostante non sia stato possibile chiarirne le cause, diverse teorie, 

come quella del "Cervello Estremamente Maschile" e dell’"Effetto Protettivo 

Femminile", sono state formulate per cercare di spiegare questa discrepanza. La “Teoria 

 

 

 

 

 

 
Fig.1.2 Incidenza globale dello spettro autistico nel 2019 (modificato da Li et al., 2022). 

 

 

 

del Cervello Estremamente Maschile” suggerisce che le due dimensioni per comprendere 

le differenze di genere umane siano "empatizzare" e "sistematizzare" (Baron-Cohen, 

2002). Secondo questa teoria, il cervello maschile è definito come quello in cui la 

sistematizzazione si adatta meglio rispetto all'empatia, mentre il cervello femminile ha un 

profilo cognitivo opposto. Utilizzando queste definizioni, l’ASD può essere considerato 

un'estremizzazione del normale profilo maschile (van Eijk e Zietsch, 2021). La teoria 

dell’“Effetto Protettivo Femminile” invece assume che il rischio per l’ASD sia 

quantitativo, che segua una certa distribuzione nella popolazione generale e che le 

femmine siano protette dagli effetti dell'autismo. Di fronte ai fattori di rischio, le femmine 

sembrano essere protette dallo sviluppo dell'autismo in quanto la soglia di carico che 

devono sopportare (ad esempio, varianti genetiche) o sperimentare (ad esempio, 

esposizioni ambientali) prima che l’autismo diventi evidente è maggiore rispetto ai 

maschi (Wigdor et al., 2022). Non è, però, da escludere che la prevalenza dell'autismo 

nelle femmine possa essere sottostimata a causa di differenze nel riconoscimento dei 
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sintomi. In generale, le ragazze affette da autismo mostrano meno comportamenti insoliti 

e sono meno propense a ricevere una diagnosi. Diversi studi basati su osservazioni 

cliniche hanno evidenziato che le ragazze e le donne autistiche dimostrano una maggiore 

competenza nelle interazioni sociali e manifestano attività ripetitive e stereotipate diverse 

rispetto ai ragazzi e agli uomini con ASD (Van Wijngaarden-Cremers et al., 2014; Kaat 

et al., 2021; Wood-Downie et al., 2021). Queste migliori capacità sociali e di 

comunicazione, che sono correlate a una caratteristica fenotipica femminile, potrebbero 

aiutare le donne ad adattarsi più facilmente alle situazioni sociali, mascherando alcuni dei 

sintomi “core” della sindrome autistica e conseguentemente portare a una diagnosi errata 

o tardiva e giustificare i rapporti di prevalenza simili riportati in alcuni studi (Harrop et 

al., 2015; Sutherland et al., 2017). Alla luce di queste informazioni ulteriori ricerche sono 

necessarie al fine di chiarire le possibili differenze di genere in termini di diagnosi e 

prevalenza nell’ ASD. 

 

 

3. EZIOLOGIA 

 

Il neurosviluppo dei vertebrati è un processo straordinariamente complesso che 

comprende diverse fasi distinte e che richiede una precisa e coordinata regolazione di 

numerosi e specifici geni, la cui espressione è controllata da fattori di trascrizione spesso 

associati a complessi proteici (D'Mello, 2019). Le fasi chiave dello sviluppo cerebrale 

includono la produzione di neuroni, la loro migrazione, la morte programmata di una 

significativa quantità di neuroni, la formazione di assoni e dendriti, la sinaptogenesi, 

l'eliminazione e la stabilità selettiva delle sinapsi (con un ruolo centrale delle cellule 

microgliali), la formazione di astrociti e oligodendrociti, la mielinizzazione e 

l'angiogenesi (Fig. 1.3; Fleiss et al., 2024). La coordinazione di queste fasi dà origine a 

circuiti neuronali che mediano una vasta gamma di comportamenti estremamente 

complessi, i quali continuano a svilupparsi e a modellarsi durante il neurosviluppo 

infantile. L’alterazione della corretta regolazione di questi processi altamente coordinati, 

con conseguente modifica dei circuiti neuronali responsabili delle anomalie 

comportamentali che si riscontrano nell’ ASD è alla base dell’eziologia di questa 

condizione (Damianidou et al., 2022). Ad oggi, non è stato ancora possibile identificare i 

circuiti chiave e chiarire i meccanismi che sottendono all’eziologia dell’ASD, nonostante 

molteplici fattori di rischio siano stati individuati e associati al suo sviluppo. 
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L'eziopatogenesi dell’ASD è complessa e poco chiara. Studi epidemiologici hanno 

evidenziato che questa patologia ha una forte componente genetica, che però, 

coerentemente con il fenotipo clinico, è altamente eterogenea in quanto ogni individuo 

affetto può avere un profilo genetico unico con diversi sottogruppi di geni candidati 

coinvolti (Havdahl et al., 2021; Oron et al., 2017). Nonostante i fattori genetici possano 

essere in gran parte responsabili dell'insorgenza dell'autismo non consentono di spiegare 

completamente tutti i casi, per cui, è probabile che specifici fattori ambientali possano 

anch’essi contribuire allo sviluppo di questa condizione (Karimi et al., 2017). I fattori 

ambientali potrebbero interagire con il patrimonio genetico di un individuo, sia 

scatenando che modulando l'espressione fenotipica dei fattori di rischio genetico 

attraverso meccanismi epigenetici o esercitando effetti additivi/sinergici, contribuendo 

così a creare uno spettro variabile di suscettibilità (Persico e Merelli, 2014). 

 

 

 

 

 
Fig.1.3 Fasi dei principali processi di sviluppo durante lo sviluppo cerebrale nei topi 

e negli esseri umani. L’immagine mostra la linea temporale (inizio approssimativo e 

durata) dei principali processi del neurosviluppo per ciascun modello (modificato da 

Khodosevich e Sellgren, 2023) 

 

 

 

 

 

3.1 Fattori genetici 

 

Il contributo genetico all'autismo è stato riconosciuto fin dagli anni '70, quando 

l'osservazione di due gemelli identici con la stessa condizione ha aperto la strada a una 
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nuova comprensione della patologia (Treffert, 1970). Studi successivi hanno 

ulteriormente indagato le basi genetiche dell’ASD, stabilendo che il suo tasso ereditabile 

è approssimativamente dell'80% nei gemelli omozigoti e del 40% nei gemelli dizigoti 

(Styles et al., 2020). Allo stesso modo, gli studi su famiglie mostrano un'elevata 

concordanza tra fratelli e parenti di primo grado, confermando l'ipotesi di un'alta 

ereditabilità dell’ASD (Yip et al., 2017). 

La radice genetica dell'autismo si presenta come un intricato rebus, poiché le alterazioni 

genetiche e genomiche identificate finora mostrano un'elevata eterogeneità. Queste 

includono diverse categorie di aberrazioni, tra cui: anomalie citogenetiche, come 

aneuploidie cromosomiche o riarrangiamenti strutturali che possono essere individuate 

tramite cariotipo convenzionale (meno del 5%); mutazioni genetiche singole, non 

sindromiche, tra cui rare mutazioni geniche (variazioni a singolo nucleotide) e varianti 

genetiche comuni (polimorfismi a singolo nucleotide) che sono generalmente associabili 

a disturbi causati da un singolo gene e identificabili attraverso il sequenziamento (meno 

del 5%); variazioni del numero di copie e variazioni strutturali, entrambe solitamente 

legate a disturbi genomici, individuabili tramite analisi genomiche avanzate, come 

microarray e sequenziamento di nuova generazione (circa dal 10% al 35%); varianti 

genetiche/genomiche sindromiche che costituiscono circa il 10% dei casi (Yu e Wu, 

2015). 

Le aberrazioni genetiche identificate singolarmente non sono sufficienti a conferire un 

rischio significativo per l’autismo e diversi modelli sono stati proposti per comprendere 

come questa molteplicità di fattori genetici possa contribuire alla manifestazione di questa 

condizione (Klei et al., 2021): 

 

- Modello di eterogeneità: suggerisce che l’ASD sia caratterizzato da una diversità 

di cause genetiche. Secondo questo modello, mutazioni gravi in una vasta gamma 

di geni possono essere sufficienti a causare il disturbo, indicando la presenza di 

molteplici vie genetiche che conducono all’autismo. 

 

- Modello infinitesimale: sottolinea il ruolo delle varianti genetiche comuni nel 

contribuire all'ereditabilità dell’ASD. Questo modello suggerisce che tutti noi 

portiamo delle varianti genetiche comuni che, se presenti in determinate 

combinazioni o quantità, possono influenzare la suscettibilità all’autismo. Per cui, 

sebbene le variazioni genetiche comuni possano avere effetti modesti, la loro 
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diffusione nella popolazione potrebbe svolgere un ruolo importante nella 

manifestazione di questa condizione. 

 

- Modello ibrido: suggerisce che le variazioni genetiche comuni e rare si combinino 

in qualche modo, forse in maniera additiva, per conferire suscettibilità all'autismo. 

Ciò implica che le variazioni genetiche comuni e rare potrebbero interagire tra 

loro per influenzare la manifestazione del disturbo. Nella popolazione, una 

mutazione comune potrebbe avere un ruolo dominante nella suscettibilità generale 

all’ ASD, mentre una mutazione rara potrebbe avere un impatto maggiore sulla 

suscettibilità di un individuo che la porta. 

 

 

 

3.1.1 Geni candidati 

 

Diversi studi condotti su grandi gruppi di pazienti hanno consentito di identificare geni 

candidati che mostrano mutazioni più frequenti nei soggetti affetti da autismo rispetto ai 

gruppi di controllo (Mpoulimari et al., 2022). Attualmente, la Simons Foundation Autism 

Research Initiative (SFARI; https://gene.sfari.org/) ha segnalato 888 geni candidati per 

l’ASD. Tra questi, 57 geni sono associati a forme sindromiche di autismo, mentre i 

restanti sono classificati in diverse categorie in base al grado di associazione con la 

condizione. È interessante notare che molti dei geni fortemente associati alle forme di 

autismo idiopatico e sindromico codificano per proteine sinaptiche (Fig.1.4 Trobiano et 

al., 2020). Questo potrebbe indicare l'esistenza di una via di segnalazione sinaptica 

comune che risulta alterata in questa condizione, suggerendo una possibile sinaptopatia 

alla base dell’eziologia. La grande eterogeneità dei geni candidati ne contraddice però il 

modello di disfunzione sinaptica e rappresenta una sfida per identificare una via 

eziologica condivisa. 
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Fig.1.4 Sinaptopatia nell'autismo. Sono state riportate diverse mutazioni de novo ed ereditate 

nei geni che codificano proteine coinvolte nella funzione sinaptica appartenenti alla via di 

segnalazione NLGN-NRXN, come le proteine NLGN, NRXN e SHANK (modificato da Trobiani 

et al., 2020). 

 

 

 

3.1.1.1 Molecole di Adesione Cellulare Sinaptiche 

 

Le sinapsi chimiche sono giunzioni intercellulari asimmetriche che svolgono un ruolo 

cruciale nella trasmissione sinaptica. Queste giunzioni sono organizzate da molecole di 

adesione cellulare trans-sinaptiche che fungono da ponti attraverso la fessura sinaptica 

facilitando il riconoscimento e i processi di segnalazione tra cellule attraverso di essa. 

Questi processi sono fondamentali per stabilire e modulare la plasticità sinaptica (Missler 

et al., 2012). Le mutazioni nei geni che codificano per queste molecole sono state 

collegate all’insorgenza dell’ASD, emergendo come geni candidati di rilievo. 

Le Neuroligine (NLGNs) sono proteine localizzate sulla membrana postsinaptica delle 

sinapsi glutammatergiche e GABAergiche, giocando un ruolo attivo nella loro 

formazione. Durante lo sviluppo cerebrale, i geni NLGN1-4, seguono un percorso 

graduale di espressione, aumentando dall'embrione ai primi giorni dopo la nascita prima 

di stabilizzarsi attorno alla terza settimana (Jamain et al., 2008). Alterazioni di questi geni 
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durante questa fase critica potrebbero essere determinanti nel contribuire allo sviluppo di 

condizioni patologiche. Inoltre, mutazioni specifiche quali quelle missenso nelle 

NLGN3,4 sono state identificate in pazienti affetti da autismo (Asami et al., 2017). Oltre 

a ciò, la ricerca su modelli animali, quali il topo portatore della mutazione umana R451C 

(NLGN3R451C), ha evidenziato alterazioni comportamentali e vocalizzazioni simili a 

quelle osservate nei pazienti con autismo, fornendo ulteriori conferme del legame tra le 

proteine NLGN e l'insorgenza dell'autismo (Jaramillo et al., 2014). 

Analogamente, le Neurexine (NRXNs) rappresentano un altro gruppo di molecole chiave 

nelle sinapsi, le cui mutazioni sono state identificate in pazienti affetti da ASD (Tromp et 

al., 2020). Ricerche su modelli animali sono state condotte per valutare l'effetto 

funzionale di alcuni di questi geni sul comportamento. In particolare, uno studio recente 

ha rivelato che la perdita completa di Nrxn1α comporta un aumento dell'aggressività nei 

maschi, una riduzione dei comportamenti sociali nelle femmine e alterazioni del ritmo 

circadiano in entrambi i sessi. Mentre, la riduzione parziale influisce sulla preferenza per 

la novità sociale e migliora le abilità motorie in entrambi i sessi (Xu et al., 2023). 

Similmente, gli studi sperimentali sul gene NRXN2 hanno dimostrato che i topi privi 

della proteina codificata da questo gene (Nrxn2α) sviluppano deficit nell'interazione 

sociale, ansia e alterazioni nella memoria di riconoscimento (Dachtler et al., 2014). Tutti 

questi risultati sottolineano l'importanza del giusto dosaggio genico delle NRXNs nella 

regolazione delle funzioni sociali, cognitive e motorie e confermano l'associazione tra le 

variazioni genetiche delle NRXNs e l’ASD. 

Infine, il gruppo delle molecole Contactine (CNTN) ha un impatto rilevante sulla 

formazione e sulla plasticità delle reti neuronali. L'espressione predominante di queste 

molecole nel cervello le rende fondamentali per lo sviluppo e il funzionamento del 

sistema nervoso. Studi recenti hanno messo in luce il coinvolgimento di specifici geni 

CNTN, come contactina-4,5,6 (CNTN4-6) nei disturbi neurosviluppo, in particolare nel 

ASD (Oguro-Ando et al., 2017). 

 

 

 

3.1.1.2 Proteine scaffold 

 

Mutazioni nei geni che codificano per proteine strutturali possono essere responsabili 

dello sviluppo del fenotipo autistico. Le proteine scaffold svolgono un ruolo essenziale 

come proteine impalcatura, costituendo lo scheletro della densità postsinaptica. Queste 
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proteine facilitano le interazioni proteina-proteina, fondamentali per il reclutamento e 

l'aggregazione di componenti bersaglio nella densità postsinaptica. Esistono diverse 

tipologie di proteine scaffold e, fra queste, le Shank emergono come importanti candidate 

per i disturbi del neurosviluppo (Alò et al., 2021). 

Nel corso dell'ultimo decennio, le proteine Shank hanno catturato l'attenzione per il loro 

coinvolgimento nell’autismo. Nel Human Gene Mutation Database (HGMD), sono 

segnalate oltre cento mutazioni responsabili di malattie all'interno di questa famiglia di 

proteine. 

In particolare, Shank3 è un membro cruciale della famiglia Shank che interagendo con le 

proteine codificate dai geni NLGNs forma complessi proteici che giocano un ruolo 

essenziale nella generazione di assoni e nella plasticità sinaptica. La proteina Shank3 è in 

grado di stabilizzare i recettori del glutammato (Glu), tra cui i recettori metabotropici 

mGlu, NMDAR e AMPAR, sulla membrana postsinaptica (Moutin et al., 2021). Le 

variazioni nel gene SHANK3 influenzano processi cruciali come la formazione delle 

sinapsi e la loro plasticità e rappresentano le prime e meglio caratterizzate mutazioni 

legate all’ ASD (Jiang e Ehlers, 2013). Sperimentazioni su topi knockout per questo gene 

hanno evidenziato la presenza di comportamenti simil-autistici quali compromissioni 

nell’interazione sociale, comportamenti ripetitivi, riduzione delle vocalizzazioni 

ultrasoniche e deficit nella memoria di riconoscimento (Quin et al., 2021; Jiang e Ehlers, 

2013). 

Risultati interessanti sono stati ottenuti anche nei modelli knockout per Shank2. In 

particolare, in topi femmine adulte prive della proteina Shank2, è stato osservato un 

aumento del comportamento di "grooming", ovvero la pulizia del proprio corpo, mentre 

il comportamento di "scavo", ossia l'attività di scavare o muovere il substrato circostante, 

è risultato notevolmente ridotto. Al contrario, nei topi maschi adulti con la stessa 

mutazione di Shank2, il comportamento di "grooming" non ha subito alterazioni 

significative, ma il comportamento di "scavo" è stato notevolmente ridotto (Vicidomini 

et al., 2016; Barth e Bishop, 2014). 

Una significativa riduzione dei comportamenti ripetitivi di scavo e dell'interazione sociale 

reciproca, insieme a un miglioramento nell'apprendimento e nella memoria spaziale, è 

stata riscontrata anche nei topi Shank1+/− (Silverman et al., 2011). D'altra parte, una 

mutazione frequente di Shank1, associata all’ ASD nei topi (Shank1 R882H-KI), ha 

portato allo sviluppo dei sintomi chiave dell'autismo, ma non ha causato la comparsa di 

comorbilità psichiatriche tipiche di questa sindrome (Qin et al., 2022). 
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3.1.1.3 Canali ionici 

 

I canali ionici possono assumere ruoli di fondamentale importanza nella modulazione 

delle risposte sensoriali e cognitive. Le disfunzioni di tali canali potrebbero essere 

strettamente connesse a disturbi del neurosviluppo come l’ ASD (da Silva et al., 2022). 

Le mutazioni nei geni implicati nella segnalazione del calcio (Ca2+) sembrano essere 

fortemente associate al rischio di insorgenza dell’autismo. Tra le varianti identificate nell’ 

ASD sono di particolare rilievo quelle situate nei loci che codificano le subunità alfa dei 

canali del Ca2+ voltaggio-dipendenti, come CACNA1l, CACNA1E, CACNA1C, 

CACNA1D, CACNA1G e CACNA1H fondamentali per la regolazione di questo ione nei 

neuroni (Nguyen et al., 2018). Inoltre, in modelli sindromici di autismo, quali la sindrome 

dell’X Fragile e la sclerosi tuberosa TSC1,2 è stato osservato un deficit nel rilascio di 

Ca2+ attraverso i recettori dell'inositolo trifosfato (IP3R; Schmunk et al., 2015). In 

aggiunta, sono state individuate varianti nei geni dei canali del Na+ voltaggio-dipendenti, 

come SCN1A, SCN2A e SCN8A che interagiscono funzionalmente con i canali del Ca2+ 

nei meccanismi di trasmissione neuronale (Gandal et al., 2018). Per cui, le alterazioni 

nella segnalazione del Ca2+ potrebbero costituire un punto di convergenza cruciale nella 

patogenesi dell’ASD (Gandal et al., 2018; Wang et al., 2021). 

 

 

 

3.1.1.4 Geni candidati: oltre le sinapsi 

 

La ricerca sui geni candidati è un'indagine cruciale per comprendere le radici molecolari 

dell’autismo e nonostante una grande attenzione sia stata dedicata agli aspetti sinaptici, è 

evidente che i potenziali geni coinvolti nell'autismo vadano oltre questa specifica 

categoria. 

Un'importante considerazione riguarda il ruolo cruciale del ritmo sonno-veglia nello 

sviluppo cerebrale (Lorsung et al., 2021). Si è osservato che nel 44% - 83% dei pazienti 

con ASD siano presenti disturbi del sonno, percentuali notevolmente più elevate rispetto 

a quelle riscontrate nei bambini neurotipici (~ 10%; Schwichtenberg et al., 2022). 

L’attuazione del ciclo sonno-veglia avviene attraverso un meccanismo che è regolato da 

diversi geni e alcuni di questi, quali Basic Helix-Loop-Helix ARNT Like 1-2 (ARNTL- 

L2), Basic Helix-Loop-Helix Family Member E40 (BHLHE40), Cryptochrome 2 

(CRY2), Casein kinase I epsilon (CSNK1E), D-Box Binding PAR BZIP Transcription 

Factor (DBP), Melatonin receptor 1A-B (MTNR1A-MTNR1B), nuclear receptor 
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subfamily 1 group D member 1 (NR1D1) e Period Circadian Regulator 2-3 (PER2- 

PER3), sono localizzati in loci associati a variazioni del numero di copie nei pazienti con 

ASD (Bragin et al., 2014). Inoltre, in pazienti autistici sono state riscontrate mutazioni in 

specifici geni implicati nel ritmo circadiano come PER1, NPAS2, MTNR1A e MTNR1B 

(Yang et al., 2016). Alla luce di ciò, è plausibile ipotizzare che alterazioni nei geni 

collegati ai ritmi sonno-veglia possano contribuire all’insorgenza di deficit sociali e 

comorbilità che comunemente si riscontrano nell’autismo (Dell'Osso et al., 2022). 

Altri geni candidati sono stati identificati nelle linee cellulari linfoidi di individui autistici, 

come in quello che codifica per l’arginino-succinato sintetasi, una molecola segnalatrice 

cruciale nel cervello coinvolta nel controllo della produzione di ossido nitrico e 

dell’Integrin Subunit Alpha 2b (ITGA2B) codificante per la glicoproteina αIIβ, con 

possibili effetti sulla morfologia cellulare (Hu et al., 2006; Kuwano et al., 2011). Altro 

importante gene candidato è il RELN che codifica per una serina proteasi glicosilata, 

proteina coinvolta nella maturazione e nello sviluppo del sistema nervoso centrale, nella 

neurotrasmissione e nella migrazione delle cellule neurali e gliali durante l'embriogenesi 

(Vignoli et al., 2015). Le mutazioni di RELN sono quelle maggiormente studiate e 

correlate alle anomalie anatomiche presenti nell’ ASD e si riscontrano in circa l'1% dei 

pazienti affetti da tale sindrome (Vignoli et al., 2015; Wang et al., 2014). Infine, sono state 

individuate mutazioni nei geni forkhead box P2 (FOXP2) e CNTNAP2, associati a 

disturbi del linguaggio e della comunicazione, così come in pazienti autistici con 

disabilità intellettive sono state identificate mutazioni in geni coinvolti nei processi di 

sintesi proteica, metabolismo energetico e amminoacidico, come CACNA1A, ALG9 e 

PALM2 (Toma et al., 2013; Chen et al., 2022). 

I geni che sono stati citati finora rappresentano soltanto una parte dei numerosi geni 

candidati implicati nell'autismo. Pertanto, la complessità di questa sindrome si riflette 

nell’eterogeneità dei geni coinvolti, spaziando su molteplici vie molecolari che vanno 

oltre le sinapsi. 

 

 

 

3.1.2 Polimorfismi a singolo nucleotide 

 

I Polimorfismi a Singolo Nucleotide (SNP) hanno acquisito notevole interesse nell'ambito 

delle ricerche sull'autismo. Questi polimorfismi rappresentano variazioni genetiche da 
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mutazioni puntiformi che producono differenti alleli contenenti basi alternative in una 

posizione specifica del nucleotide all'interno di un dato locus. 

Attraverso progetti di sequenziamento su larga scala, è stato osservato che gli individui 

colpiti da ASD presentano una maggiore incidenza di SNP rari, sia di origine ereditaria 

che de novo, rispetto ai loro fratelli neurotipici (Yuen et al., 2017). Inoltre, è stato 

calcolato che la proporzione dell'incidenza della sindrome autistica spiegata da questi 

SNP varia dal 17% al 60% (Gaugler et al., 2014). 

Gli SNP che sono associati all’ ASD possono trovarsi sia nelle regioni codificanti che non 

codificanti del genoma (van Arensbergen et al., 2019). Le varianti genetiche nelle regioni 

non codificanti, come promotori o elementi regolatori, possono modulare l'espressione 

genica, portando a possibili alterazioni nello sviluppo cerebrale e nella funzione 

neuronale. Alcuni SNP possono anche influenzare l'interazione tra geni o la struttura 

tridimensionale del genoma, contribuendo così alla complessità eziologica dell’autismo 

(Schmitt et al., 2019). Questi SNP possono modulare ad esempio geni quali Dual 

specificity tyrosine phosphorylation Regulated Kinase 1A (YRK1A), Pogo Transposable 

Element Derived With ZNF Domain (POGZ), Chromodomain helicase DNA binding 

protein 8 (CHD8), Netrin G1 (NTNG1), Glutamate Ionotropic Receptor NMDA Type 

Subunit 2B (GRIN2B), Katanin Catalytic Subunit A1 Like 2 (KATNAL2),T-box brain 

transcription factor 1 (TBR1), Phosphatase and tensin homolog (PTEN), TBL1X/Y 

Related 1 (TBL1XR1), Gamma-Aminobutyric Acid Type A Receptor Subunit Gamma3 

(GABRG3) e RELN che sono coinvolti nello sviluppo cerebrale e nelle sinapsi ma anche 

altri implicati in processi neurobiologici rilevanti quali vie immunitarie, metabolismo 

degli acidi grassi e biogenesi dei ribosomi (Iossifov et al., 2012; Ali et al., 2022; Golovina 

et al., 2021). 

Al fine di identificare cause genetiche comuni associate ai diversi sottotipi dell’ASD, gli 

studiosi hanno individuato regioni del DNA (loci) che sono collegate in modo 

significativo all'emergere di sintomi o caratteristiche cliniche specifiche. Ad esempio, 

SNP localizzati nella regione 3p12.3 del DNA sono stati associati a un maggiore rischio 

di sviluppare ritardo nel linguaggio (St Pourcain et al., 2014), mentre SNP nel locus 3q29, 

come rs789859, sono spesso riscontrati in individui ASD con difficoltà di apprendimento 

(Baron-Cohen et al., 2015). 
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3.1.3 Variazioni del numero di copie 

 

Le Variazioni del Numero di Copie (CNV) sono alterazioni strutturali sub-microscopiche 

all'interno dei cromosomi, che includono duplicazioni, delezioni, traslocazioni e 

inversioni di segmenti di DNA che possono estendersi per molte migliaia di basi 

(Marshall et al., 2008). Negli ultimi anni, ricerche approfondite hanno rivelato 

un'interessante connessione tra le CNV e l'autismo, poiché le persone autistiche mostrano 

una maggiore incidenza di queste varianti genetiche rare. È stato, inoltre, notato che la 

probabilità di sviluppare l’ASD è significativamente più alta in presenza di specifiche 

CNV (Manoli e State, 2021). 

Diversi studi hanno dimostrato che le anomalie nello sviluppo neurologico possono essere 

strettamente correlate a CNV di specifici geni, quali NLGN3, NLGN4X, SHANK3, 

Astrotactin 2 (ASTN2), Patched Domain Containing 1 (PTCHD1),DEAD-Box Helicase 

53 (DDX53), NRX1N, CNTN4, CNTNAP2, Patched Domain Containing 1 (PTCHD1), 

NLGN1 e SHANK1 (Liu e Takumi, 2014; Woodbury-Smith e Scherer, 2018; Pinto et al., 

2010). 

Nelle anomalie autosomiche associate all’autismo, il cromosoma 15 emerge come quello 

più frequentemente coinvolto, con particolare attenzione alla duplicazione di 15q11-q13, 

che rappresenta la variazione più comunemente descritta (Urraca et al., 2013). Le 

duplicazioni di 15q11-q13, nota come sindrome di Dup15q, si riscontrano in circa l'1-3% 

di tutti i casi di ASD e comprende almeno 30 geni, di cui diversi sono stati associati all’ 

ASD e ad altre anomalie, tra cui disturbi neurocomportamentali, deficit cognitivi, 

ipotonia, ritardo del linguaggio e crisi epilettiche (Urraca et al., 2013). In particolare, geni 

come GABRA5 e GABRB3 (recettori GABA), UBE3A e HERC2 (componenti del 

complesso proteasoma) e SNRPN (peptide ribonucleoproteico N), insieme a CYFIP1 (la 

proteina interagente con FMRP), sono implicati in funzioni cerebrali essenziali e 

potrebbero avere un ruolo cruciale nello sviluppo dei sintomi dell’autismo. 

Una delle prime CNV associate all’ ASD è stata individuata sul locus 16p11.2, 

particolarmente importante in quanto sede di geni che svolgono un ruolo cruciale nello 

sviluppo del sistema nervoso (Marshall et al., 2008; Manoli e State, 2021). Le perdite nei 

geni candidati nel locus 16p11.2, tra cui Aldolasi A (ALDOA), Double C2 Domain Alpha 

(DOC2A), HIRA Interacting Protein 3 (HIRIP3), Mitogen-Activated Protein Kinase 3 

(MAPK3), MYC Associated Zinc Finger Protein (MAZ), Protein Phosphatase 4 Catalytic 

Subunit (PPP4C), Seizure Related 6 Homolog Like 2 (SEZ6L2) e TAO Kinase 2 
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(TAOK2), sembrano contribuire al fenotipo dell’autismo. D'altra parte, le duplicazioni 

della stessa regione portano a diversi fenotipi, come malformazioni cerebrali, schizofrenia 

o disturbi da deficit di attenzione e iperattività (ADHD), suggerendo che variazioni 

genetiche in questo locus possono influenzare l’ASD e le condizioni che spesso si 

verificano insieme a questo. 

Altri loci di rischio associati all’autismo sono 1q21.1, 3q29, 7q11.23 e 22q11.2, nei quali 

è stato osservato che le piccole mutazioni de novo si sovrappongono ad altre varianti 

genetiche associate all’insorgenza dell’ASD (Yoon et al., 2021; Biamino et al., 2016; 

Cupaioli et al., 2021; Clements et al., 2017). 

 

 

3.2 Fattori ambientali 

 

La ricerca su famiglie è fondamentale per valutare sia l'influenza dei fattori genetici, che 

quella dei fattori ambientali, sul rischio di sviluppare disturbi del neurosviluppo quali 

l’ASD. Studi iniziali condotti su gemelli hanno riportato elevati livelli di ereditabilità 

suggerendo che un ruolo centrale nell’insorgenza dell’autismo era dovuto 

prevalentemente a fattori genetici (Ritvo et al., 1985). Successivamente è stato però 

dimostrato che anche i fattori ambientali assumono un ruolo di rilievo nello sviluppo 

dell’ASD. Uno studio più recente, ad esempio, ha indicato che il 37% del rischio di 

sviluppare l’ASD è attribuibile a fattori ereditari, mentre il 55% è legato a fattori 

ambientali (Hallmayer et al., 2011). Questi risultati sono stati ulteriormente confermati in 

uno studio su larga scala che ha coinvolto oltre due milioni di fratelli, compresi sia gemelli 

dizigoti che monozigoti, indicando che il 50% del rischio di sviluppare l’ASD è 

attribuibile a fattori ereditari, mentre il restante 50% è dovuto a fattori ambientali (Sandin 

et al., 2014). Inoltre, la presenza di sottotipi autistici diversi in alcuni gemelli monozigoti 

ha suggerito che i fattori ambientali non solo contribuiscono alla suscettibilità di questa 

sindrome, ma influenzano anche l'espressione delle caratteristiche correlate a questa 

condizione (Sandin et al., 2017). Per cui fattori genetici e ambientali svolgono entrambi 

un ruolo significativo nell'insorgenza della sindrome autistica. 

I fattori di rischio ambientale dell’ASD non si limitano a sostanze chimiche e farmaci, 

ma includono l’età parentale, gli steroidi sessuali, la nutrizione, nonché le condizioni 

psico-fisiche materne che agendo in una fase sensibile del neurosviluppo determinano 

alterazioni tali da indurre anomalie comportamentali e varianti cliniche tipiche di questa 



Stato dell’Arte 

31 

 

 

sindrome (Bölte et al., 2019). Inoltre, vista l’importanza, anche per i fattori ambientali 

sarebbe opportuno creare un database simile a quello genetico SFARI per consentirne la 

catalogazione e la consultazione, fornendo così uno strumento prezioso per la ricerca 

scientifica, la prevenzione e la gestione di questa complessa sindrome. 

 

 

 

3.2.1. Età parentale 

 

Numerose evidenze dimostrano l'associazione tra età avanzata dei genitori al momento 

del concepimento e disturbi neuropsichiatrici nella prole (Janecka et al., 2017). Un’età 

maggiore o uguale a 35 anni in entrambi i genitori, al momento della nascita, è stata 

correlata con un aumento del rischio di autismo (Al-Mamari et al., 2021). Inoltre, quando 

entrambi i genitori hanno un'età avanzata, l'effetto dell'età sulla probabilità di avere una 

prole autistica è più forte (Sandin et al., 2016). Quest’associazione tra età avanzata e 

autismo potrebbe essere dovuta al fatto che nei padri anziani i tassi di mutazione sono più 

elevati (Taylor et al., 2019). Nelle madri, invece, si è ipotizzato che gli effetti siano legati 

non solo a modificazioni genetiche e cromosomiche, ma anche a condizioni di salute 

croniche e a un ambiente uterino meno favorevole che può portare a complicazioni 

ostetriche e a esiti avversi alla nascita (Modabbernia et al., 2017). 

 

 

 

3.2.2 Influenza degli steroidi sessuali 

 

L’ esposizione fetale agli steroidi sessuali rappresenta un potenziale fattore di rischio per 

l’autismo. Uno studio sulle differenze neuroanatomiche tra cervelli autistici e neurotipici 

ha rivelato che le femmine autistiche hanno una struttura atipica in regioni che 

sostanzialmente si sovrappongono a quelle sessualmente dimorfiche dei controlli 

neurotipici. Ciò suggerisce che l’autismo colpisce il cervello femminile nelle regioni 

legate alla differenziazione sessuale che è, a sua volta, regolata dagli ormoni steroidei 

sessuali in epoca prenatale (Lai et al., 2013). Anche il testosterone sembra influenzare lo 

sviluppo cerebrale, durante la fase di differenziazione sessuale prenatale, nei maschi e a 

supporto di ciò è emerso che i campioni di liquido amniotico prelevati da pazienti autistici 

presentano livelli più alti di steroidi sessuali e cortisolo rispetto a controlli con sviluppo 

tipico (Baron-Cohen et al., 2015). Altre prove dell’influenza degli ormoni sessuali nell’ 

ASD derivano dall’osservazione di livelli ridotti di recettori beta, aromatasi e co-attivatori 
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degli estrogeni in cervelli post-mortem (Crider et al., 2014; Baron-Cohen et al., 2020). 

Infine, vari SNP presenti nei geni responsabili della sintesi e del trasporto degli steroidi 

sessuali sono stati associati ai tratti fenotipici dell’autismo (Tsompanidis et al., 2023). 

 

 

3.2.3 Impatto dello stato fisico e mentale materno 

 

Le condizioni fisiche materne sono considerate importanti fattori di rischio prenatali nell’ 

ASD in quanto in grado di alterare il normale neurosviluppo. Per esempio, complicanze 

quali sanguinamento materno durante la gravidanza, il diabete, l’ipertensione e altri 

disturbi metabolici come l’obesità, possono causare una condizione di ipossia embrionale 

che può portare ad alterazioni del normale sviluppo cerebrale a seguito di cambiamenti 

nella mielinizzazione e a deficit di neuroni in aree cerebrali coinvolte in attività sociali e 

cognitive (Bolte et al., 2019; Orzeł et al., 2023). Anche le infezioni virali nel primo 

trimestre di gravidanza, quali rosolia, morbillo, parotite, varicella, influenza, herpes e 

citomegalovirus, nonché infezioni batteriche nel secondo trimestre, si associano ad un 

forte rischio di autismo nella prole (Kaminski et al., 2023). Tale relazione di per sé non è 

associata alla presenza di virus e batteri ma ad un’anomala attivazione immunitaria 

materna con conseguente produzione di elevati livelli di citochine pro-infiammatorie 

quali IL-6 e TNF-α. Le citochine materne possono attraversare la barriera placentare ed 

entrare nella circolazione fetale e/o attivarne le cellule immunitarie con conseguente 

aumento della produzione di citochine nel feto. In seguito all'attivazione della microglia, 

si avvia una cascata neuro-infiammatoria che, a sua volta, porta a disfunzione 

mitocondriale e a stress ossidativo, causando alterazioni nei normali processi dello 

sviluppo cerebrale (Fig.1.5; Zawadzka et al., 2021). 

Lo stato mentale materno, analogamente a quello fisico, è in grado di incidere 

profondamente sul neurosviluppo fetale. Ad esempio, schizofrenia, depressione, ansia e 

disturbi della personalità sono associati a un aumento del rischio di autismo nella prole 

(Xie et al., 2019). Allo stesso modo, uno stress notevole e di lunga durata durante la 

gravidanza può esporre il feto a livelli elevati di cortisolo. Il cortisolo interrompe il 

normale funzionamento dell'asse ipotalamo-ipofisi-surrene della madre e aumenta la 

produzione di ormoni surrenali, come il cortisolo stesso. Questi ormoni possono 

attraversare la placenta che diventa più permeabile, a causa dello stress stesso, e 

influenzare così lo sviluppo fetale. Questa influenza può avere un impatto significativo 
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sulla programmazione dello sviluppo fetale e aumentare il rischio di diverse disabilità 

fisiche e mentali, tra cui l'autismo (Andreasen et al., 2023). 

 

 

 

Fig.1.5 Cambiamenti immunologici nella placenta e nel cervello fetale in risposta 

all'infiammazione sistemica durante la gravidanza. Le citochine materne possono 

attraversare la barriera placentare ed entrare nella circolazione fetale e/o attivare le cellule 

immunitarie fetali con conseguente aumento della produzione di citochine. Quindi, le 

citochine proinfiammatorie attraversano la barriera ematoencefalica e avviano una cascata 

neuroinfiammatoria che alterano il normale neurosviluppo (modificato da Zawadzka et al., 

2021). 

 

 

 

3.2.4 Stato nutrizionale 

 

Lo stato nutrizionale materno influisce in modo significativo sulla traiettoria dello 

sviluppo fetale in quanto responsabile in gran parte dei nutrienti disponibili per sostenere 

i tessuti del feto e della placenta. La carenza alimentare o l'assunzione di determinati 

allergeni in associazione a fattori genetici, biochimici o reazioni immunologiche possono 
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essere trasmessi dalla madre al feto e provocare in quest’ultimo effetti avversi (Jain et al., 

2022). È stato stimato che carenze nutrizionali di minerali e vitamine come quella di 

zinco, acido folico (vitamina B9) e colecalciferolo (vitamina D), siano potenzialmente 

associati al rischio di autismo. 

 

 

 

3.2.4.1 Zinco 

 

Lo zinco (Zn) è il secondo elemento metallico in traccia più abbondante nel corpo umano 

ed è essenziale per la regolazione del sistema immunitario, dell’apoptosi, della 

proliferazione e della differenziazione cellulare (Li et al., 2019; Yang et al., 2020; Kim e 

Lee; 2021). La biodisponibilità dello zinco può essere influenzata da diversi fattori come 

farmaci, integratori e altri componenti alimentari. Ad esempio, in una dieta mista 

occidentale, la biodisponibilità dello zinco è di circa il 20–30% che però può essere ridotta 

a seguito di elevati livelli di fitati come inositolo esafosfati e pentafosfati e 

dall’assunzione di integratori a base di Ca2+, Fe2+ e acido folico, comunemente prescritti 

e somministrati durante la gravidanza e a seguito di infezioni, stress, abuso di sostanze 

alcoliche e diabete (Hill-Yardin et al., 2017; Maares e Haase, 2020). Livelli ridotti di Zn 

sono stati rinvenuti sia nei capelli che nel siero di bambini autistici (Faber et al., 2009). 

Studi su roditori hanno evidenziato anche che la carenza prenatale di questo 

oligoelemento induce comportamenti e sintomi simili a quelli osservati nell’ ASD, tra cui 

disturbi gastrointestinali e processi infiammatori (Fig.1.6; Hill-Yardin et al., 2017; Vyas 

et al., 2020). Inoltre, l’integrazione di zinco durante la gravidanza ma anche in epoca post- 

natale è in grado di migliorare le anomalie comportamentali in diversi modelli roditori di 

autismo (Shih et al., 2020; Zhang et al., 2023). Si potrebbe quindi ipotizzare che la 

carenza prenatale di Zn possa essere fortemente implicata nell’eziologia dell’ASD. 
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Fig. 1.6 Associazione tra carenza prenatale di Zn e ASD. La carenza materna di Zn è 

stata associata non solo alla malnutrizione ma anche a infezioni, stress, consumo di alcol 

e diabete. Questa carenza può avere un impatto negativo sia nel tratto gastrointestinale, 

causando problemi come diarrea, microbioma alterato e malassorbimento, sia nel 

cervello in via di sviluppo, compromettendo la connettività cerebrale, la neurogenesi e 

la funzione sinaptica. Questi effetti possono contribuire ai sintomi dell’autismo, inclusi 

disturbi comportamentali e reazioni immunitarie che portano a infiammazione cronica, 

rilascio di citochine e presenza di autoanticorpi (Modificato da Hill-Yardin et al., 2017). 

 

 

 

 

3.2.4.2 Folato 

 

Come donatore di gruppi metilici, il folato è necessario per i normali processi di 

metabolismo, riproduzione e sviluppo. Il folato aiuta anche ad evitare l'accumulo di livelli 

eccessivi di omocisteina sierica che sono associati a infiammazione, danni vascolari e a 

malformazioni teratogene (Bobrowski-Khoury et al., 2021). Vista l’importanza nello 

sviluppo, è consenso generale che le donne incinte dovrebbero assumere multivitaminici 

che includono acido folico al fine di prevenire i difetti del tubo neurale (Liu et al., 2020). 

Un tasso significativamente più alto di ASD è stato riscontrato in bambini nati da madri 

che non hanno assunto acido folico durante la gravidanza, rispetto a quelli nati da madri 

che lo hanno integrato. Tuttavia, altri studi hanno ottenuto risultati opposti, collegando un 

aumento del rischio di ASD e danni neuro-cognitivi all’assunzione in gravidanza di 

integratori a base di acido folico (Beard et al., 2011; Brucato et al., 2018). Questa 

discrepanza potrebbe essere dovuta alle differenze tra acido folico presente negli 
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integratori e quello proveniente da fonti naturali. Quello proveniente da fonti naturali è 

infatti la forma attiva dell’acido folico, definita anche folato attivo, mentre quello 

sintetizzato chimicamente è la forma ossidata, definita anche come acido 

monopteroilglutammico che ad alti livelli potrebbe indurre cambiamenti nella 

trasmissione sinaptica e alterazioni nell’ espressione di molti geni associati all’autismo 

(Girotto et al., 2013; Barua et al 2014). Un’altra spiegazione potrebbe essere correlata al 

fatto che l’acido folico interferisce con la biodisponibilità dello Zn alterando, quindi, i 

processi in cui è implicato con effetti sul neurosviluppo (si veda paragrafo Zinco). 

 

 

 

3.2.4.3 Vitamina D 

 

La vitamina D è una vitamina liposolubile che viene principalmente sintetizzata nella 

pelle attraverso la reazione del 7-deidrocolesterolo tramite radiazione UVB (Bivona et 

al., 2019). La vitamina D è nota principalmente per il suo ruolo nella regolazione del 

metabolismo del Ca2+ e del fosforo, influenzando così la crescita e lo sviluppo osseo 

(García-Serna e Morales, 2020). Ricerche recenti hanno determinato un ruolo cruciale di 

questa vitamina anche nello sviluppo cerebrale in quanto in grado di guidare processi 

fondamentali quali, differenziazione neuronale, proliferazione, apoptosi, plasticità 

sinaptica, sistema dopaminergico e riduzione del carico ossidativo (Karras et al., 2018). 

Il deficit di vitamina D è un fenomeno globale e, negli ultimi anni, diverse evidenze 

scientifiche hanno fornito prove a sostegno dell’ipotesi che sia un fattore favorevole 

all’insorgenza dell’ASD (Eissa et al., 2018; Wang et al., 2022). Studi clinici in bambini 

autistici di diverse nazioni e gruppi etnici, hanno rilevato livelli ridotti di vitamina D che 

sono stati correlati negativamente con la gravità dei sintomi (Wang et al., 2020). Durante 

la gestazione bassi livelli sono stati associati non solo a un rischio maggiore di autismo 

ma anche ad anomalie comportamentali più severe (García-Serna e Morales, 2020). 

Questi dati sono stati supportati da studi preclinici nei quali è stato dimostrato che il 

deficit di vitamina D in roditori causa alterazioni cerebrali strutturali e funzionali, oltre a 

variazioni del microbiota, simili a quelle riscontrate nei pazienti con ASD (Ahn et al., 

2014; Principi ed Esposito, 2019; Ali et al 2019; Tamang et al., 2023). Infine, ulteriori 

prove a sostegno del possibile ruolo eziologico della vitamina D nell'autismo derivano 

dalla sua azione antinfiammatoria e dalla sua capacità di influenzare direttamente ben 223 

degli 888 geni candidati (Mazahery et al., 2016; Trifonova et al., 2019). 
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3.2.5 Inquinanti ambientali 

 

Oramai, sia i bambini che le madri sono esposti costantemente a elevate quantità di 

sostanze chimiche di cui circa 200 sono risultate neurotossiche negli esseri umani e più 

di 1000 sono state identificate come nocive per il sistema nervoso. Ciò implica che una 

vasta gamma di inquinanti ambientali, tra cui pesticidi, insetticidi e metalli pesanti, può 

interferire severamente con il normale sviluppo cerebrale e provocare l’ASD (Landrigan, 

2010). 

L'esposizione a bassi livelli di pesticidi durante la gravidanza o l’allattamento è 

considerato un fattore di rischio biologicamente plausibile per l’insorgenza di disturbi del 

neurosviluppo nei bambini; infatti, diversi studi epidemiologici hanno trovato una forte 

associazione tra questi e l’autismo (Domingues et al., 2016; Sagiv et al., 2018; von 

Ehrenstein et al., 2019; Wang et al., 2021; Xu et al., 2013). Ad esempio, il glifosato, 

l’erbicida più utilizzato al mondo, in epoca prenatale e neonatale nei roditori ha 

dimostrato indurre anomalie sociali e cognitive persistenti, similmente a quanto osservato 

nell’ ASD (Ait-Bali et al., 2020). Le indagini sui meccanismi patogenetici sottostanti alle 

anomalie comportamentali indotte dall’esposizione a questo erbicida in fasi sensibili del 

neurosviluppo hanno riportato attivazione astrocitaria e microgliale, anomalie nei geni 

antiossidanti e infiammatori nel cervelletto e nella corteccia cerebrale, diminuzione della 

via di segnalazione Wnt/Ca+2 e stress ossidativo, similmente a quanto osservato nell’ASD 

(He et al., 2022). Alle anomalie comportamentali causate dal glifosato potrebbero 

contribuire anche la composizione alterata degli acidi grassi a catena corta nelle feci, il 

microbiota intestinale perturbato e i livelli diminuiti di acidi grassi epossidici nel sangue 

e in tessuti cerebrali quali ippocampo, corteccia prefrontale e striato (Pu et al., 2020). Per 

giunta, le anomalie nel microbiota intestinale, la morfologia dendritica e assonica, la 

neurotrasmissione e l’attivazione eccessiva di microglia e astrociti sono meccanismi 

patogenetici che si riscontrano comunemente anche a seguito dell’esposizione ad altri 

pesticidi. Perciò, questi processi fisiopatologici potrebbero potenzialmente collegare i 

pesticidi allo sviluppo dell’ASD (He et al., 2022; Fig.1.7). 

Con il termine di metalli pesanti ci si riferisce a metalli e metalloidi con densità 

relativamente elevate (superiori a 5 g/cm3), alta capacità bioaccumulativa lungo la catena 

alimentare e significativa tossicità per gli organismi viventi. Questo gruppo di xenobiotici 

può avere sia un’origine naturale che antropica e ne fanno parte, ad esempio, cadmio 

(Cd²⁺), piombo (Pb²⁺), nichel (Ni²⁺), cromo (Cr³⁺), mercurio (Hg²⁺), e metalloidi come 
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l'arsenico (As³⁺; Pourret et al., 2019). E’ stato suggerito che i metalli pesanti, essendo 

capaci di interferire con il normale sviluppo cerebrale mediante meccanismi epigenetici 

come la metilazione del DNA, le modifiche istoniche e l’espressione di microRNA 

(miRNA), e con alterazioni della segnalazione intestino-cervello attraverso la modifica 

della composizione del microbiota, possano portare a stress ossidativo, neuro- 

infiammazione, gliosi e demielinizzazione degli assoni parallelamente a quanto si osserva 

nella fisiopatologia dell’ASD (Błażewicz A, Grabrucker et al., 2022). Inoltre, i bambini 

con autismo tendono a mostrare una carenza generale nei sistemi di difesa contro le specie 

reattive dell’ossigeno (ROS) e un'omeostasi redox compromessa con una maggiore 

suscettibilità allo stress ossidativo, comparabilmente a quanto si osserva nei casi di 

tossicità da metalli pesanti (Zaky, 2017), il che potrebbe essere dovuto a una sintesi 

alterata del glutatione (GSH) e a un sistema di difesa antiossidante compromesso (Cekici 

e Sanlier, 2019). 

 

 

3.2.6 Medicinali e droghe 

 

La comprensione degli effetti dei farmaci sul feto rappresenta, ad oggi, un argomento di 

grande interesse. Tuttavia, poiché solitamente le donne incinte sono escluse dai trial 

clinici, gli effetti dell’esposizione prenatale ai farmaci maggiormente commercializzati 

rimangono, ad oggi, non del tutto chiari (McKiever et al., 2020). Ciononostante, diversi 

studi epidemiologici hanno evidenziato un’associazione significativa tra determinati tipi 

di farmaci e alterazioni del neurosviluppo. Ad esempio, l'uso di farmaci antiepilettici, 

come l'acido valproico, è un fattore di rischio ormai ben consolidato nell’ ASD, tanto che 

il suo utilizzo in epoca prenatale nei roditori consente la generazione di un importante 

“environmental-based model” di autismo idiopatico (Chen et al., 2020). Parallelamente, 

una connessione positiva esiste anche tra l'uso di antidepressivi durante la 

gravidanza/allattamento e l'autismo in quanto probabilmente, agendo generalmente come 

inibitori selettivi della ricaptazione della serotonina, sono in grado di alterare la 

disponibilità di questo neurotrasmettitore nelle sinapsi e portare così ad anomalie 

comportamentali tipiche dell’ASD (Maloney et al., 2020). Studi su modelli animali hanno 

infatti riportato che alterazioni del sistema serotoninergico, in epoca prenatale o durante 

l’allattamento, sono responsabili di vocalizzazioni alterate e deficit sociali (Maloney et 

al., 2018; Lan et al., 2023). 
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È ormai noto che il fumo materno è associato a diversi pericoli e al rischio che il bambino 

sviluppi disturbi cognitivi, emotivi e sociali (Tiesler e Heinrich, 2014). Il fumo è una 

miscela complessa di gas e particolato, sia quando viene fumato direttamente che, quando 

viene inalato come fumo passivo. I principali componenti del fumo includono la nicotina, 

i composti organici volatili, metalli come Cd2+, Cr3+, As³⁺, Pb2+ e vari inquinanti gassosi. 

Alcuni studi hanno dimostrato come la nicotina entrando nel flusso sanguigno si 

distribuisce in tutti gli organi principali del corpo, compresi i polmoni, il cervello e il 

fegato, e può facilmente entrare nel corpo fetale attraverso la barriera placentare materna 

(Centers for Disease Control and Prevention, 2010). Ulteriori ricerche hanno, inoltre, 

indicato che la nicotina può interagire direttamente con i recettori dell'acetilcolina nel 

cervello fetale e influenzare il rilascio di altri neurotrasmettitori, tra cui dopamina, 

noradrenalina, adrenalina, serotonina, GABA, Glu e β-endorfina (Yong et al., 2021). Oltre 

alla nicotina, il fumo di sigaretta contiene metalli pesanti che, come spiegato 

precedentemente (si veda paragrafo “Inquinanti ambientali”), sono importanti fattori di 

rischio per l’ASD. 

 

 

 

3.2.7 Vaccini e autismo: un falso mito! 

 

I vaccini rappresentano una conquista importante per l’umanità, in quanto capaci di 

prevenire malattie gravi ed epidemie, migliorando la qualità della vita. Tuttavia, nel 1998, 

è emerso un rapporto che ha suscitato preoccupazioni riguardo ai vaccini contro morbillo, 

parotite e rosolia, suggerendo la possibilità che potessero aumentare il rischio di autismo 

nei bambini che li ricevevano (Wakefield et al., 1998). Così, da quel momento, in molti 

genitori si è radicata un’idea pericolosa che li ha spinti a non effettuare le vaccinazioni 

per i propri figli. È importante sottolineare che il rapporto è stato successivamente 

ritrattato e che diversi studi epidemiologici non hanno trovato alcuna associazione tra 

vaccino e autismo (Taylor et al., 2014; Hviid et al., 2019; Gabis et al., 2022). Per cui, ad 

oggi, non è stata trovata alcuna prova scientifica che supporti l’idea che i vaccini 

contribuiscano allo sviluppo dell’ASD, che al contrario ne dimostrano il ruolo 

fondamentale nella prevenzione della sofferenza, della disabilità e della morte. 
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Fig. 1.7 Esposizione prenatale ai pesticidi e vulnerabilità allo sviluppo dell’autismo. 

L'esposizione ai pesticidi durante la gestazione e l'allattamento può causare una serie di 

anomalie nei sistemi fisiologici dei discendenti, aumentando il rischio di ASD. Nota: 

C3H8NO5P, glifosato; C21H20Cl2O3, permetrina; C9H11Cl3NO3PS, clorpirifos; 

C14H9Cl5O, diclorodifeniltricloroetano; C9H10ClN5O2, imidacloprid; C15H17ClN4, 

miclobutanil; C10H19O6PS2, malathion; C12H21N2O3PS, diazinon; C5H15N2O4P, 

glufosinato-ammonio (modificato da He et al., 2022). 

 

 

 

 

 

3.3 Fattori epigenetici 

 

L'epigenetica è lo studio delle modifiche ereditabili e stabili dell'espressione genica che 

avvengono attraverso modificazioni cromosomiche, piuttosto che nella sequenza del 

DNA. Nonostante non alterino direttamente la sequenza del DNA, i meccanismi 

epigenetici svolgono un ruolo cruciale nella regolazione dell’espressione genica 

coinvolgendo essenzialmente aspetti come la modifica chimica delle basi del DNA e le 

alterazioni nella struttura tridimensionale dei cromosomi (Simpson et al., 2023). 
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I geni coinvolti nelle vie epigenetiche rappresentano una parte significativa dei geni 

candidati associati all’ASD. Queste evidenze insieme ad altre prove scientifiche 

confermano il ruolo cruciale di specifici effettori epigenetici quali metilazione del DNA, 

modifiche istoniche e RNA non codificanti (microRNA) nell’eziologia dell’ASD 

(Bhandari et al., 2020; Perini et al., 2023). 

Le modificazioni istoniche sono cambiamenti che interessano le proteine basiche, che 

costituiscono la componente strutturale della cromatina (istoni), e che portano alla 

generazione di regioni genomiche con un diverso potenziale di trascrizione. Diverse sono 

le modifiche che gli istoni possono subire, ma le più comuni sono l’acetilazione che 

consiste nell’aggiunta di un acetile e che, in genere, si associa ad un’“apertura” della 

cromatina e quindi ad un aumento della trascrizione e la metilazione che, invece, avviene 

a seguito dell’aggiunta di gruppi metilici, determinando comunemente una “chiusura” 

cromatinica con conseguente riduzione della trascrizione (Streifer e Gore, 2021). 

L’associazione tra modifiche istoniche e ASD è stata esaminata sistematicamente in uno 

studio condotto nel 2016 su cervelli post-mortem di pazienti affetti, dimostrando che circa 

il 68% dei pazienti condivideva modifiche istoniche in regioni localizzate a livello della 

corteccia prefrontale e temporale. È stato inoltre dimostrato che i geni coinvolti erano 

legati a canali ionici, sinapsi, morfogenesi del tratto digestivo, segnalazione di 

chemochine e a processi microgliali (Sun et al., 2016). 

La metilazione del DNA è la modifica epigenetica più comunemente studiata 

nell’autismo. Questo avviene sia per motivi pratici che biologici. Dal punto di vista 

pratico, la metilazione del DNA è una marcatura relativamente stabile nei tessuti 

congelati. Dal punto di vista biologico, la metilazione del DNA è abbondante nel genoma 

umano, è strettamente correlata ad altri processi epigenetici ed è influenzata direttamente 

dalla sequenza stessa (LaSalle, 2023). Così come per le modificazioni istoniche, anche 

per la metilazione del DNA sono state condotte ricerche che hanno consentito di 

individuare un pattern di metilazione che varia tra pazienti affetti e pazienti neurotipici in 

diversi tessuti, tra cui tra cui sperma, sangue e placenta (Zhu et al., 2019; García-Ortiz et 

al., 2021; Garrido et al., 2021; Feinberg et al., 2023). Inoltre, altri studi hanno rilevato 

variazioni di metilazione in specifici geni candidati associati all’ ASD, tra cui 

l'ipermetilazione di APOE e HTR2A e l'ipometilazione di HTR4 (Hu et al., 2018; 

Hranilovi´c et al.,2015; Hu et al., 2020). È stato anche dimostrato che la metilazione 

specifica del locus di Mecp2, noto per essere ipermetilato nei soggetti autistici, è associata 

a cambiamenti tipici di questa sindrome (Lu et al., 2020). In aggiunta, una mutazione nel 
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gene ASH1L, che codifica l'enzima istone-lisina N-metiltransferasi, è stata riscontrata in 

alcuni pazienti affetti da questa sindrome e, nei modelli murini, ha dimostrato causare 

molteplici difetti nello sviluppo, comportamenti autistici e problemi cognitivi (Gao et al., 

2021; Shen et al., 2019). 

I miRNA sono piccole molecole di RNA non codificante che svolgono un ruolo chiave 

nella regolazione dell'espressione genica. Questi miRNA agiscono come regolatori post- 

trascrizionali, il che significa che influenzano l'attività dei geni dopo che l'informazione 

genetica è stata trascritta in mRNA, ma prima che venga tradotta in proteine. Un singolo 

miRNA può legarsi a diverse centinaia di siti bersaglio nelle regioni non tradotte 3' (3' 

UTR) degli mRNA e controllare una vasta gamma di vie molecolari che potrebbero essere 

coinvolte nella fisiopatologia dell’ASD. In effetti, i miRNA sono espressi in varie regioni 

del cervello e svolgono funzioni cruciali durante lo sviluppo cerebrale (Tsujimura et al., 

2022). Diversi studi hanno consentito di identificare numerosi miRNA candidati per 

l’autismo, implicati in processi quali differenziazione neurale, plasticità sinaptica, 

formazione della memoria, infiammazione e sviluppo dendritico (Fig.1.8; Li et al., 2022). 

Ad esempio, uno studio recente ha evidenziato una iper-espressione del miRNA 155p 

nell’amigdala di bambini autisti, il che è correlato al profilo infiammatorio che 

tipicamente si riscontra in questa sindrome (Almehmadi et al., 2020). 
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Fig.1.8 MicroRNA candidati per l’autismo. I diversi microRNA sono stati identificati 

in studi post-mortem su umani, in modelli roditori e nelle cellule staminali pluripotenti 

indotte (iPSC) (modificato da Li et al., 2022). 
 

 

 

 

4. FISIOPATOLOGIA DELL’ASD 

 

Nonostante tutti i progressi compiuti nell'identificazione dei fattori genetici, ambientali 

ed epigenetici implicati nell’ ASD, c'è ancora molto da scoprire. Si potrebbero 

potenzialmente creare modelli di studio diversi per tutti i fattori di rischio genetici e non 

genetici, ma potrebbe non essere necessario vista la convergenza verso una 

sintomatologia simile, nota come fenotipo autistico. Questo fenomeno di convergenza 

suggerisce una connessione delle vie biologiche coinvolte in un punto comune per dare 

origine a questa sindrome, che però, ad oggi, non è stato ancora possibile identificare 

(Jure, 2019). 

Gli sforzi scientifici nel campo dell’autismo hanno dimostrato che, nonostante la 

mancanza di un pathway convergente universalmente riconosciuto, vi sono diversi 

meccanismi fisiopatologici chiave che emergono come promettenti linee di ricerca, quali 

regolazione della neurotrasmissione, infiammazione, stress ossidativo, integrità della 

mielina e composizione del microbiota intestinale (Usui et al., 2023; Lewerissa et al., 
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2023; Avolio et al., 2022; Zhou e Fu, 2022). Esaminare e focalizzarsi su questi 

meccanismi rappresenta un passo cruciale per migliorare la comprensione dell’autismo e 

per lo sviluppo di terapie appropriate. 

 

 

4.1 Alterazioni neurochimiche 

 

I neurotrasmettitori e i neuropeptidi svolgono un ruolo fondamentale nel corretto sviluppo 

cerebrale contribuendo alla regolazione delle attività cognitive, sociali e motorie (Quaak 

et al., 2013). Oltre alla trasmissione sinaptica, questi componenti influenzano processi 

quali la migrazione neuronale, la differenziazione, la sinaptogenesi, l'apoptosi e la 

potatura sinaptica. Conseguentemente, alterazioni dirette o indirette dei sistemi di 

neurotrasmissione possono compromettere il corretto funzionamento cerebrale e 

contribuire all’insorgenza dell’autismo (Arya e Sindhwani, 2017). Nella fisiopatologia 

dell’ASD sono stati esaminati numerosi sistemi di neurotrasmissione e fra questi, quello 

GABAergico, glutammatergico e ossitocinergico hanno dimostrato un forte legame con 

questa sindrome (Marotta et al., 2020). 

 

 

 

4.1.1 Il sistema GABAergico e Glutammatergico 

 

Il GABA è un neurotrasmettitore che si forma a partire dal Glu attraverso una reazione di 

decarbossilazione catalizzata dall’enzima Glu decarbossilasi. Il GABA svolge 

un’importante funzione nel bilanciare l'eccitabilità neuronale, svolgendo principalmente 

un ruolo eccitatorio, durante lo sviluppo cerebrale, influenzando processi chiave come la 

proliferazione delle cellule nervose, la loro migrazione nel cervello, la maturazione delle 

sinapsi, la differenziazione e l’apoptosi, mentre svolge azione inibitrice nel sistema 

nervoso maturo. Non sorprende, quindi, che difetti del sistema GABAergico siano stati 

associati a molti disturbi dello sviluppo neurologico e all’autismo (Di et al., 2020). 

Oltre alle mutazioni in geni coinvolti nella neurotrasmissione GABAergica (si veda 

paragrafo Eziologia), nel campo dell’autismo sono state identificate variazioni in questo 

sistema mediante l’utilizzo di diverse tecniche di indagine. Ad esempio, mediante 

tecniche di neuroimaging, nelle regioni cerebrali motorie, visive, uditive e 

somatosensitive dei pazienti autistici sono state rilevate alterazioni del sistema 

GABAergico e dei livelli del GABA che si correlano alla gravità dei sintomi e alle 
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differenze di genere che caratterizzano questa sindrome (Fung et al., 2021). Nello 

specifico, è stata osservata una correlazione negativa tra i livelli del GABA nella regione 

del talamo e la gravità dei sintomi nei maschi affetti, mentre nelle femmine è stata 

osservata una correlazione opposta. Tramite studi post-mortem, sono stati evidenziati 

sovraespressione della Glu decarbossilasi 67 (GAD 67) negli interneuroni inibitori, 

sottoregolazione di GAD 65 nelle cellule più grandi dei nuclei dentati del cervelletto, oltre 

che livelli significativamente ridotti di svariate subunità dei recettori GABAA e GABAB 

in diverse aree cerebrali (Yip et al., 2008; Yip et al., 2020; Fatemi et al., 2009; Hong et 

al., 2020). Inoltre, a livello plasmatico, è stato notato un significativo aumento dei livelli 

del GABA e del rapporto Glu/glutammina rispetto ai neurotipici (Al-Otaish et al., 2018). 

Il legame tra questo sistema di neurotrasmissione e autismo è stato ulteriormente 

confermato dall’individuazione in modelli animali di alterazioni GABAergiche, come la 

sottoespressione di GABRA2 e alterazioni nella neurotrasmissione dei GABAA, la cui 

modulazione si associa a miglioramenti delle anomalie comportamentali (Lim et al., 

2017; Yoshimura et al., 2017; Tallarico et al., 2023). 

È interessante notare che le cellule del sistema immunitario possiedono recettori GABAA, 

suggerendo un ruolo cruciale del sistema GABAergico anche nella regolazione 

dell’infiammazione in patologie autoimmuni (Tian e Kaufman, 2023). In accordo con 

questa ipotesi, uno studio recente ha dimostrato che la somministrazione in ratti autistici 

di omotaurina, un amminoacido strutturalmente simile al GABA, non solo ha migliorato 

le anomalie comportamentali ma ha anche ridotto i livelli delle citochine 

proinfiammatorie IL-1ß, IL-6 e TNF-α, aumentando al contempo il livello della citochina 

antinfiammatoria IL-10 nel SNC (Singla et al., 2022). 

Il Glu, oltre ad essere il principale neurotrasmettitore eccitatorio del cervello dei 

mammiferi, è un neuromodulatore chiave nel controllo delle sinapsi e delle funzioni dei 

circuiti cerebrali. Le azioni del Glu sono mediate dai sottotipi α-amino-3-idrossi-5-metil- 

4-isossazolpropionico (AMPA), N-metil-D-aspartato (NMDA), e kainato del recettore 

ionotropico (iGluR), che mediano le risposte sinaptiche veloci, e Recettori metabotropici 

del Glu di tipo 1-8 (mGluR), che modulano l'eccitabilità delle cellule e la 

neurotrasmissione sinaptica più lentamente, innescando una serie di reazioni intracellulari 

a cascata, mediate da un secondo messaggero (Zoicas e Kornhuber, 2019). 

La neurotrasmissione glutammatergica è molto importante nelle forme prolungate di 

plasticità, contribuendo alle funzioni cognitive, come l'apprendimento e la formazione 

della memoria (Tam e Ju, 2022). Inoltre, è anche coinvolto nelle attività motorie, 
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sensoriali e nelle interazioni sociali (Iovino et al., 2020; Zoicas et al., 2019). 

Conseguentemente, essendo questo neurotrasmettitore implicato in una così ampia 

gamma di funzioni, è fondamentale mantenerne i livelli extracellulari all'interno di un 

intervallo fisiologico, al fine di garantire una trasmissione e una vitalità neuronale 

adeguata evitando implicazioni neuropatologiche significative. 

Negli ultimi anni l'aumento delle evidenze derivate da analisi genetiche, di neuroimaging 

e da studi in modelli animali, a sostegno della nozione di metabolismo glutammatergico 

alterato nei disturbi del neurosviluppo, ha incentivato l'interesse nella valutazione della 

disfunzione di questo sistema di neurotrasmissione nell’ ASD (Nisar et al., 2022). 

La letteratura scientifica fornisce un ampio supporto bibliografico riguardo ai 

cambiamenti nei livelli di Glu e glutammina nei pazienti affetti da autismo. Inizialmente, 

gli studi clinici si sono concentrati sui livelli plasmatici, rilevando un significativo 

aumento di Glu e decremento di glutammina nei bambini con ASD rispetto ai neurotipici, 

dati che sono stati poi confermati da studi più recenti e correlati alla gravità dei sintomi 

(Moreno et al., 1992; Moreno-Fuenmayor et al., 1996; Al-Otaish et al., 2018; Khalifa et 

al., 2019). Questi cambiamenti sono stati riportati anche alle regioni cerebrali, con 

concentrazioni più elevate di Glu in diverse aree implicate nell’ ASD quale amigdala, 

ippocampo, corteccia e cervelletto (Page et al., 2006; He et al., 2021; Kang et al., 2021; 

Oya et al., 2023). 

Data l'alta concentrazione di recettori del Glu nelle regioni cerebrali legate all’autismo, 

non sorprende che siano state identificate mutazioni nei loro geni e alterazioni 

trascrizionali e traduzionali delle loro subunità nei pazienti affetti. Pertanto, la maggior 

parte delle mutazioni sono state osservate negli iGluR, con GRIN2B, GRIN1 e GRM5 tra 

i più suscettibili, ma anche in geni correlati al sistema di segnalazione glutammatergico, 

come il gene SLC1A che codifica per un trasportatore del Glu ad alta affinità di tipo gliale 

e che rientra nella categoria dei geni candidati ad alto rischio (Nisar et al., 2022). 

Anche gli studi preclinici hanno evidenziato un ruolo chiaro del Glu nei comportamenti 

simil autistici. In particolare, in studi su modelli animali è emerso che le proteine 

regolatrici del sistema glutammatergico, compresi i recettori GluK2, mGlu8, NMDAR, 

GluR1 e GluR2, nonché i suoi trasportatori quali GLT1, GLAST, SLC1A1 ed EAAT-1,2 

risultano fortemente implicati nella fisiopatologia del disturbo autistico (Fig.1.9; 

Montanari et al., 2022). 

Infine, diverse evidenze suggeriscono che il disfunzionamento glutammatergico, 

l'eccitotossicità (sovraccarico di calcio nei neuroni) e l'infiammazione neurologica 
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rappresentino fenomeni interconnessi (Viviani et al., 2014). Gli astrociti e le cellule del 

sistema immunitario regolano l'infiammazione cerebrale attraverso segnali "on" e "off" 

provenienti dai neuroni. Il rilascio di Glu è un segnale "on" che attiva la produzione di 

citochine pro-infiammatorie come il TNF-α e l'IL-1β (Jesudasan et al., 2021). Allo stesso 

tempo, le citochine possono potenziare il rilascio del Glu e influenzarne i recettori 

(Mieller et al., 2013). Ad esempio, il TNF-α potenzia le sinapsi eccitatorie e indebolisce 

quelle inibitorie, spostando così l'equilibrio verso una maggiore eccitazione (Stellwagen 

et al., 2005). IL-1β, invece sembra aumentare l'attività dei recettori NMDA e inibire i 

recettori GABAA (Viviani et al., 2003; Ruffolo et al., 2022). D’altra parte, è stato 

dimostrato come IL-10 sposti l’equilibrio verso una maggiore inibizione incrementando 

l’attività dei recettori GABAA (Ruffolo et al., 2022). 

 

Fig.1.9 Disegno schematico della via sinaptica glutammatergica alterata nell’ASD. Una volta 

rilasciato, il Glu può legarsi e attivare recettori ionotropici AMPA, Kainato e NMDA o recettori 

metabotropici accoppiati a proteine G su neuroni postsinaptici o presinaptici, così come su cellule 

gliali. Il Glu, catturato dalle cellule gliali tramite i trasportatori del Glu EAAT1/2, viene convertito 

in glutammina, che può essere trasportata nei neuroni glutammatergici tramite i trasportatori 

SNAT3/5 (Modificato da Montanari et al., 2022). 

 

 

4.1.2 Ossitocina 

 

L'ossitocina è un ormone peptidico prodotto dai neuroni localizzati soprattutto nel nucleo 

paraventricolare e, in minor misura, nel sopraottico dell’ipotalamo e secreto dalla 
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neuroipofisi (Sanchez Jimenez e De Jesus, 2023). L’ossitocina è presente in tutti i 

mammiferi e svolge un ruolo cruciale nel parto e nella lattazione. Oltre alle funzioni 

appena elencate, il sistema ossitocinergico ha ricevuto molta attenzione come principale 

neuromodulatore del comportamento sociale, dimostrando di avere proiezioni diffuse in 

tutto il sistema nervoso centrale e in particolare all'interno delle strutture del circuito 

sociale come amigdala, corteccia prefrontale (PFC) e nucleo accumbens (Jones et al., 

2017). È stato dimostrato che le anomalie in questo sistema di neurotrasmissione alterano 

i vari aspetti del comportamento sociale, promuovendo così gli studi sulla determinazione 

del suo ruolo nell’autismo (Rigney et al., 2022). 

Nell’ ASD, studi su pazienti umani e modelli animali hanno rivelato che le alterazioni nel 

sistema dell'ossitocina sono più comuni di quanto inizialmente previsto. Sono state 

trovate variazioni genetiche nei principali componenti coinvolti nella segnalazione di 

questo sistema di neurotrasmissione, quali i polimorfismi rs7632287, rs237887, 

rs2268491 e rs2254298, rs2254298 e rs53576, responsabili di modifiche nei suoi 

recettori, o in elementi implicati in processi biologici correlati all’ossitocina, come ad 

esempio in CD38, un ADP-ribosil ciclasi coinvolta nel suo rilascio (Zhang, 2022; 

Peñagarikano, 2017). Altre alterazioni sono state riportate da indagini effettuate sulla 

determinazione delle concentrazioni di ossitocina nei campioni biologici di pazienti 

affetti da autismo, che hanno indicato livelli significativamente inferiori rispetto ai 

neurotipici (John et al., 2021; Pichugina et al., 2022). 

La somministrazione di ossitocina è in grado di produrre una risposta comportamentale 

e neurobiologica figurandosi come potenziale bersaglio terapeutico per l'autismo (Huang 

et al., 2021). Ad esempio, uno studio recente ha dimostrato che la somministrazione 

intranasale di ossitocina, in un modello roditore di autismo, ha migliorato l’interazione 

sociale, l’ansia e la depressione, oltre ad aver ridotto significativamente i livelli di 

marcatori infiammatori e di stress ossidativo (Wang et al., 2018). 

Gli effetti dell’ossitocina potrebbero anche esplicarsi attraverso la sua potenziale 

interazione con il microbiota intestinale. Questo neuro-ormone sembra, infatti, essere in 

grado di influenzare il microbioma intestinale e, allo stesso tempo, di subirne l'influenza, 

come suggerito dall'aumento dei suoi livelli dopo la somministrazione di Lactobacillus 

reuteri e dalla riduzione dei suoi recettori in risposta a una diminuzione di questo 

probiotico (Fetissov et al., 2019). 
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4.2 Infiammazione 

 

La parola “infiammazione” derivata dal latino “inflammatio” (accendere) è un processo 

biologico che si attiva in seguito a perturbazioni delle strutture tissutali, a causa di stimoli 

fisici, chimici o biologici. La risposta infiammatoria è una componente essenziale del 

sistema immunitario che viene attivata da stimoli nocivi al fine di raggiungere una 

regolazione omeostatica (Azab et al., 2016). L'infiammazione, a seconda della natura e 

della capacità della risposta di raggiungere la risoluzione attraverso l'eliminazione 

dell'agente estraneo o dei tessuti danneggiati, può essere descritta come acuta (di breve 

durata) o cronica (di lunga durata). 

In particolare, la neuroinfiammazione coinvolge l'attivazione di microglia e astrociti, il 

rilascio di citochine e chemochine, la produzione di ROS e spesso l'infiltrazione di 

leucociti periferici nel sistema nervoso centrale (Zhou et al., 2021). Nella sua forma 

transitoria, la neuroinfiammazione è in gran parte protettiva, inducendo, ad esempio, i 

cosiddetti “sickness behaviors”, evolutivamente necessari per contrastare gli antigeni e le 

infezioni, potenzialmente mortali, senza compromettere ulteriormente l'integrità della 

barriera emato-encefalica o il trasferimento di cellule immunitarie periferiche al sistema 

nervoso centrale (Tohidpour et al., 2017). Inoltre, la neuroinfiammazione contribuisce 

alla plasticità cerebrale, compresi i processi di crescita e potatura di dendriti e assoni, 

formazione delle sinapsi e apoptosi, mantenendo così l'equilibrio neuronale (Golia et al., 

2019). Tuttavia, se la neuroinfiammazione non avviene in un range fisiologico può portare 

a deficit neuronali e avere un ruolo significativo nello sviluppo di problemi 

psicopatologici (Xie et al., 2021). 

Le persone autistiche spesso mostrano segni di risposte infiammatorie alterate e anomalie 

del sistema neuro-immunitario per tutta la vita, il che suggerisce un ruolo 

dell'infiammazione nella fisiopatologia dell’ASD (Hughes et al., 2023). Il primo 

collegamento tra sistema immunitario e autismo è stato proposto per la prima volta oltre 

40 anni fa. Da allora, numerosi studi hanno rivelato la presenza di uno stato infiammatorio 

significativo, spesso caratterizzato da livelli elevati di citochine pro-infiammatorie nei 

pazienti affetti da ASD (Saghazadeh et al., 2019; Pangrazzi et al., 2020). Le citochine 

sono proteine secrete dalle cellule per coordinare, segnalare e reclutare una risposta a un 

insulto immunitario. In generale, queste proteine segnalatrici sono di natura pro- 

infiammatoria e sono importanti per orchestrare la risposta immunitaria, ma possono 

anche essere antinfiammatorie e regolare o sopprimere una risposta immunitaria crescente 
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(Majeed et al., 2023). Sono stati registrati profili anomali di citochine e chemochine nel 

liquido cerebrospinale, nel sangue e nel cervello di pazienti con ASD (Hughes et al., 

2023). 

L'evidenza suggerisce che le cellule immunitarie periferiche si infiltrino nel sistema 

nervoso centrale, incrementando la permeabilità della barriera ematoencefalica e 

inducendo l'attivazione anomala di microglia e astrociti che, a loro volta, producendo una 

robusta risposta infiammatoria, portano a neuroinfiammazione (Fig.1.10; Hughes et al., 

2023). Elevati livelli di citochine pro-infiammatorie, quali IL-1β, IL-6, IL-17, IL-8, IL- 

12 e TNF-α sono stati osservati nel plasma di pazienti affetti da autismo, e associati alla 

gravità della malattia (Suzuki et al., 2011; Belica et al., 2023). Inoltre, concentrazioni 

elevate di alcune citochine nel siero materno, come IFN-γ, IL-4 e IL-5, sono state 

associate a un aumento del rischio di autismo nella prole (Goines et al., 2011; Carter et 

al., 2021). Alterazioni nel network di citochine (come IL-6, IL-1β e il TNF-α) sono state 

osservate anche nei tessuti cerebrali post-mortem dei pazienti con ASD, confermando il 

ruolo di questi fattori pro-infiammatori nella fisiopatologia di questo disturbo (Liao et al., 

2020). 

I profili citochinici si correlano alle diverse comorbilità che caratterizzano questa 

sindrome. Ad esempio, in uno studio è stato osservato che i bambini autistici che 

soffrivano di epilessia avevano livelli più bassi di IL-6 plasmatica, rispetto ad altri 

bambini con ASD non epilettici (Jácome et al., 2016). Profili citochinici specifici sono 

stati osservati anche nei bambini autistici con ADHD rispetto a quelli che non 

presentavano questa comorbilità (Han et al., 2017). 

Il ruolo del sistema immunitario nell’autismo è ulteriormente confermato dall'aumento 

delle prove precliniche che collegano le risposte infiammatorie alterate con aberrazioni 

comportamentali simil-autistiche (Hughes et al., 2023). È stato dimostrato che la 

stimolazione immunitaria, in un determinato momento della gravidanza, determina nella 

prole l’insorgenza di anomalie sociali, comportamenti ripetitivi e altre comorbilità 

comuni nell’autismo (Zawadzka et al., 2021). Anche in modelli animali di ASD, quali il 

BTBR T+Itpr3tf/J (BTBR) e quello dell’acido valproico (VPA), sono state osservate 

anomalie immunitarie ed elevati livelli di citochine infiammatorie sia a livello periferico 

che centrale (Careaga et al., 2015; Lucchina et al.,2014), la cui modulazione con agenti 

antiinfiammatori porta a un miglioramento delle anomalie comportamentali (Cristiano et 

al., 2022). Di grande rilevanza sono i risultati ottenuti in uno studio recente, nel quale è 

stato dimostrato che la somministrazione di vasostatina-1, un peptide derivato dalla 
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cromogranina A e dotato di proprietà antiinfiammatorie, ha invertito i deficit sociali, 

ridotto i comportamenti ripetitivi e incrementato le capacità mnemoniche nel modello 

BTBR di autismo idiopatico (Avolio et al., 2024 submitted). 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 1.10 Disregolazione nel sistema immunitario innato periferico e nel cervello dell’ASD. 

Le citochine infiammatorie prodotte dalle cellule del sistema immunitario sono elevate nella 

periferia delle persone autistiche. Questo aumento delle citochine e delle alterazioni nelle cellule 

innate, come monociti, macrofagi e cellule dendritiche, contribuisce all'instaurazione e alla 

perpetuazione dell'infiammazione. Inoltre, le condizioni infiammatorie nel cervello possono 

influenzare l'attivazione delle cellule immunitarie residenti e la densità cellulare in diverse regioni 

cerebrali associate all’ ASD (Modificato da Hughes et al., 2023). 

 

 

 

 

4.3 Stress ossidativo 

 

Lo stress ossidativo è definito come uno squilibrio tra le specie pro-ossidanti e 

antiossidanti. In questa situazione, le specie pro-ossidanti sono in eccesso rispetto agli 

antiossidanti, il che porta a un ambiente in cui le cellule sono più suscettibili ai danni 

causati dall'ossidazione. A concentrazioni fisiologiche nell'organismo, ROS e le specie 

reattive dell’azoto (RNS) regolano diverse funzioni biologiche modulando ad esempio, a 

livello  del  sistema  nervoso,  la  plasticità  sinaptica,  la  segnalazione  cellulare, 



Stato dell’Arte 

52 

 

 

l'orientamento degli assoni e l'apoptosi (Jomova et al., 2023). In uno stato cronico, però, 

le specie reattive possono diventare dannose, poiché ossidano proteine e lipidi e 

danneggiano il DNA. Inoltre, la risposta allo stress ossidativo è di cruciale importanza 

per la risposta neuroinfiammatoria che, come precedentemente descritto, è considerata un 

importante fattore fisiopatologico dell’ASD. Le specie reattive possono portare 

all'attivazione della microglia e degli astrociti e di vie di segnalazione, come quella del 

NF-kB, che mantengono un'elevata secrezione di citochine e chemochine 

proinfiammatorie. Allo stesso tempo, citochine proinfiammatorie come IL-6, IL-1β, e 

TNF-α aumentano la produzione di ROS. Si crea così un circolo vizioso in cui le specie 

reattive causano l'infiammazione che, a sua volta, induce la produzione di ulteriori specie 

reattive, compromettendo il funzionamento cerebrale (Fig.1.11; Solleiro-Villavicencio e 

Rivas-Arancibia, 2018). 

Il ruolo dello stress ossidativo nell’ASD è stato oggetto di studio per decenni e un numero 

molto elevato di marcatori, come rivelato dalla comparazione dei loro livelli ematici nei 

pazienti autistici rispetto a quelli neurotipici, è stato il punto focale della pratica clinica. 

Lo studio dello stress ossidativo, a livello plasmatico, ha rivelato alterazioni in diversi 

marcatori, quali riduzione della superossido dismutasi (SOD), aumento della catalasi 

(CAT) e della perossidazione lipidica nei pazienti affetti da autismo, tali da suggerire una 

disregolazione di questo sistema (Liu et al., 2022). Ovviamente, l’indagine clinica si è 

estesa anche al cervello, portando alla luce danni da stress ossidativo e deficit nella 

capacità antiossidante in aree implicate nell'elaborazione del linguaggio, nel 

comportamento sociale, nella memoria, nella percezione sensoriale e nella coordinazione 

motoria (Rossignol e Frye, 2014). Ad esempio, livelli di malondialdeide, un prodotto 

finale della perossidazione lipidica, dell'8-idrossi-2'-deossiguanosina, un marcatore di 

danni ossidativi al DNA, e del 3-nitrosile, un marcatore dell'ossidazione proteica, sono 

risultati significativamente aumentati negli individui con ASD (Rose et al., 2012; Yui et 

al., 2017). Inoltre, è stato segnalato un maggior numero di cellule cerebrali contenenti 

lipofuscina, un indicatore di stress ossidativo, in aree corticali correlate al linguaggio 

(Lopez-Hurtado e Prieto, 2008). 

In questo contesto, importanti fattori da considerare sono i mitocondri in quanto essendo 

una fonte endogena primaria di ROS, nonché un bersaglio principale di questi ultimi, il 

loro danneggiamento in combinazione ad una non efficacie capacità antiossidante può 

creare un ciclo vizioso di stress ossidativo (Gaetano et al., 2021). I mitocondri 

disfunzionali  producono  elevate  quantità  di  ROS,  che  possono  causare  il 
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malfunzionamento degli enzimi della catena di trasporto degli elettroni, in particolare del 

complesso I e III, e dell'aconitasi, il primo enzima del ciclo dell'acido citrico. A peggiorare 

questa situazione, il glutatione ridotto (GSH), il principale antiossidante intracellulare e 

mitocondriale, richiede ATP per la sua produzione de novo. Di conseguenza, una 

diminuzione nella produzione di ATP dovuta a una ridotta funzionalità mitocondriale 

comporterà una produzione inferiore di GSH, con conseguente minor controllo dei ROS. 

In effetti, un rapporto redox di GSH più basso è stato correlato a una minore attività 

dell’aconitasi nel cervello post-mortem di pazienti autistici (Frye et al., 2020). In più, 

alterazioni nel DNA mitocondriale (coerentemente con il danno ossidativo) e anomalie 

nei complessi della catena di trasporto degli elettroni, soprattutto nei complessi I e III, 

sono stati riscontrati nei soggetti affetti da ASD (Gu et al., 2013; Chen et al., 2015). 

Conseguentemente, i mitocondri possono contribuire alle anomalie del sistema 

immunitario per il legame tra infiammazione e stress ossidativo, ma non solo. In presenza 

di disfunzione mitocondriale potrebbe risultare difficile regolare la risposta infiammatoria 

dato che le cellule implicate in questo processo dipendono fortemente dall'ATP prodotto 

dalla fosforilazione ossidativa, contrariamente alle cellule infiammatorie che preferiscono 

la glicolisi (Fry et al., 2020). 

In conclusione, le disfunzioni mitocondriali, possono innescare processi infiammatori a 

causa del loro impatto sull'energia cellulare, la produzione di ROS e l'interazione con il 

metabolismo immunitario, contribuendo così alle complicanze legate all’ ASD. 

 

 

 

4.4 Autofagia 

 

Il termine "autofagia" si riferisce a complesse vie molecolari in cui i componenti 

intracellulari vengono trasportati al compartimento lisosomiale per la degradazione e il 

riciclaggio. Finora sono state descritte tre principali forme di autofagia, ovvero, 

macroautofagia, microautofagia e autofagia chaperone-mediata, che si differenziano per 

il segnale induttivo, il tempo di azione, il tipo di bersaglio e per il percorso di trasporto 

verso i lisosomi. La macroautofagia è la forma più comunemente studiata nei contesti 

patologici ed è ciò che chiamiamo autofagia, durante la quale il carico cellulare, scelto in 

modo non selettivo o strettamente regolato, viene racchiuso in una vescicola a doppia 

membrana, chiamata autofagosoma. In base ai carichi specifici coinvolti, la 

macroautofagia può essere suddivisa in sottotipi, come ad esempio la mitofagia che è 
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specifica per i mitocondri. Nella microautofagia, invece, non si osserva la presenza di 

autofagosomi ma la raccolta del materiale cellulare avviene direttamente tramite 

invaginazioni membranose formate sulla superficie di endosomi tardivi o dei lisosomi. 

Mentre l’autofagia chaperone-mediata è specifica per le proteine (Filippone et al., 2022). 

 

 

 

 

 

Fig.1.11 Stress ossidativo e danni neuronali. Le specie reattive aumentano attivando cellule 

infiammatorie cerebrali come microglia e astrociti. Queste cellule rilasciano sostanze 

proinfiammatorie, peggiorando l'infiammazione (Modificato da Solleiro-Villavicencio e 

Rivas-Arancibia, 2018). 

 

 

 

 

L'autofagia è una via cellulare responsabile della pulizia degli organelli danneggiati, in 

particolare di quelli prodotti durante lo stress ossidativo, e della rigenerazione dei 

precursori metabolici. Soprattutto nei neuroni, l’autofagia impedisce la tossicità cellulare 

consentendo l'eliminazione di proteine aggregate che altrimenti si accumulerebbero. 

Inoltre, l’autofagia è importante per la maturazione di dendriti e assoni, per la connessione 

sinaptica e per un corretto sviluppo cerebrale (Zapata-Muñoz et al., 2021; Stavoe et al., 

2019). 

Non sorprende, quindi, se diverse ricerche hanno suggerito come alterazioni 

nell’autofagia siano coinvolte in malattie psichiatriche (Filippone et al., 2022). 

Dimostrazioni  del  possibile  ruolo  dell’autofagia  nell’autismo  sono  date 
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dall’identificazione di CNV nei geni coinvolti nelle sue vie, così come di una sua 

compromissione insieme ad un’iperattivazione di un regolatore fondamentale di questo 

processo, mTOR (mammalian target of rapamicyn; Tang et al., 2014; Poultney et al., 

2013), in cervelli post-mortem di pazienti con ASD. Altre prove derivano da studi 

preclinici nei quali è stato osservato che interferenze nel processo autofagico si associano 

allo sviluppo di comportamenti simil-autistici così come una regolazione del suo deficit 

ne migliora le anomalie (Kim et al., 2017; Sener et al., 2023; Atia et al., 2023). 

Inoltre, il ruolo dell’autofagia nell’autismo potrebbe essere giustificato anche dalla 

relazione esistente con lo stress ossidativo e l’infiammazione, che potrebbe essere 

descritta brevemente attraverso i seguenti punti: 

- L'autofagia innescata dallo stress ossidativo riduce, a sua volta, il livello 

di stress ossidativo; i ROS agiscono come molecole segnalatrici nella 

regolazione dell'autofagia prendendo di mira fattori di trascrizione (ad 

esempio, il fattore di trascrizione alpha ipossia-inducibile; HIF-1α) e 

sistemi di trasduzione del segnale (ad esempio, mTOR e mitogen-activated 

protein kinase-MAPK). Questo porta all’attivazione dell’autofagia che 

inibisce l'accumulo di ROS eliminando i mitocondri e i perossisomi 

danneggiati (Ornatowski et al., 2020). 

- L'autofagia svolge un ruolo chiave nei meccanismi di risposta 

infiammatoria del sistema nervoso: l'inibizione di mTOR e l'attivazione 

della protein chinasi AMP attivata (AMPK) e Forkhead box O1 (FOXO1) 

potenziano l'autofagia e, di conseguenza, sopprimono l'attività 

dell'inflammasoma (NLRP3) e l'apoptosi, contribuendo al sollievo dalla 

risposta neuroinfiammatoria. In aggiunta, l'autofagia attenua la 

neuroinfiammazione principalmente promuovendo la polarizzazione della 

microglia da uno stato pro-infiammatorio a uno antinfiammatorio, 

riducendo la produzione di mediatori pro-infiammatori e aumentando i 

livelli di fattori antinfiammatori (Chen et al., 2023; Hegdekar et al., 2023). 

 

 

4.5 Mielina e oligodendrociti 

 

La mielina, una struttura multi laminare prodotta dagli oligodendrociti nel sistema 

nervoso centrale, avvolge gli assoni e permette una rapida conduzione saltatoria dei 
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potenziali d'azione. Recentemente, è emerso che la mielina reagisce all'attività cerebrale 

e contribuisce al perfezionamento delle reti neuronali, influenzando la velocità e la 

sincronia dei segnali nervosi, oltre a fornire supporto metabolico agli assoni. Inoltre, le 

cellule progenitrici degli oligodendrociti ricevono segnali sinaptici dalle fibre nervose in 

tutto il sistema nervoso centrale, il che suggerisce che potrebbero essere coinvolte in una 

forma di comunicazione bidirezionale tra neuroni e cellule gliali (Graciarena et al., 2019). 

Fino a poco tempo fa, si credeva che la mielinizzazione fosse un processo limitato al 

neurosviluppo. Tuttavia, recenti ricerche mostrano che la mielinizzazione è un processo 

che avviene anche nell’adulto consentendo il perfezionamento delle reti neuronali per 

tutta la vita (Shimizu et al., 2023). Infatti, accanto alla plasticità neuronale ve ne è una 

mielinica, definita come la mielinizzazione degli assoni precedentemente non mielinizzati 

o come cambiamenti nella struttura degli assoni già mielinizzati (Bonetto et al., 2020). 

Conseguentemente, essendo la plasticità mielinica capace di modulare i circuiti neuronali, 

potrebbe svolgere un ruolo chiave nelle disfunzioni che si verificano in malattie 

neuropsichiatriche come l’ASD (Graciarena et al., 2019). 

Gli studi di neuroimaging supportano l'idea che i pazienti autistici presentino un disturbo 

complesso e dinamico in cui il grado di coinvolgimento della materia bianca sia associato 

alla gravità clinica. I pazienti autistici mostrano ampie alterazioni nella materia bianca in 

diverse regioni corticali e sottocorticali, come corteccia, amigdala, fascicolo occipito- 

frontale, giro occipito-temporale, talamo, peduncolo cerebellare superiore e medio, 

lemnisco mediale, e tratto cortico-spinale (Fig.12; Galvez-Contreras et al., 2020). 

È stato dimostrato che alcuni geni candidati per l’autismo, come PTEN, sono coinvolti 

nel processo di mielinizzazione anomala, suggerendone un ruolo fondamentale nella 

fisiopatologia autistica e nella sua presentazione clinica (Lee et al., 2019). Ad esempio, 

uno studio recente su topi e organoidi derivati da individui affetti da Phelan-McDermid, 

sindrome genetica con tratti autistici causata da una delezione in eterozigosi in una 

regione cromosomica dove SHANK3 è codificato, è stato scoperto che oltre ai problemi 

nella comunicazione tra neuroni, anche i difetti nella formazione della mielina possono 

contribuire in modo significativo ai sintomi clinici (Malara et al., 2022). 

Altra evidenza a supporto del ruolo della plasticità mielinica nell’autismo deriva dalla 

dimostrazione che la somministrazione di IGF-1 (fattore di crescita insulino simile), la 

cui via di segnalazione è fondamentale per un adeguata mielinizzazione degli assoni e la 

differenziazione degli oligodendrociti, ha consentito di migliorare notevolmente la 
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funzione neuronale aumentando il potenziamento a lungo termine e riducendo i 

comportamenti stereotipati (Bozdagi et al., 2013). 

 

 

 

 

 

 

 
Fig.12 Alterazioni mieliniche in pazienti affetti da ASD. Sono mostrate le più comuni 

alterazioni mieliniche riscontrate durante due diverse fasi dello sviluppo di pazienti affetti 

da ASD. Abbreviazioni: acg: giro cingolato anteriore; Amy: amigdala; atr: radiazione 

talamica anteriore; arc: fascicolo arcuato; CB: cervelletto; cc: corpo calloso; c.s.t.: tratto 

corticospinale; cr: corona radiata; fm: forcipe minore; fx: fornice; hipp: ippocampo; icp: 

peduncolo cerebellare inferiore; ifof: fascicolo fronto-occipitale inferiore; ifg: giro frontale 

inferiore; Ins: insula; ic: capsula interna; mcp: peduncolo cerebellare medio; mtg: giro 

frontale medio; mtg: giro temporale medio; PFC: corteccia prefrontale; Pu: putamen; scp: 

peduncolo cerebellare superiore; sfg: giro frontale superiore; slf: fascicolo longitudinale 

superiore; stg: giro temporale superiore; Tpj: giunzione temporoparietale; Thm: talamo; 

unf: fascicolo uncinato (modificato da Galvez-Contreras et al., 2020). 
 

 

4.6 L’asse intestino-cervello 

 

Come detto precedentemente, l’autismo è una sindrome la cui complessità è data anche 

dalla presenza di comorbilità. Nell’ ASD, diversi disturbi psichiatrici e medici possono 

presentarsi con una frequenza diversa che varia anche in base all’età dei soggetti 

(Bougeard et al., 2021). Tra le condizioni concomitanti maggiormente presenti figurano i 
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problemi gastrointestinali. Le metanalisi più esaustive, finora condotte, hanno ottenuto 

risultati consistenti rivelando che i bambini con autismo hanno una probabilità quattro 

volte maggiore di sviluppare problemi gastrointestinali, rispetto ai neurotipici e che 

stitichezza, diarrea e dolore addominale sono riportati più frequentemente (McElhanon et 

al., 2014; Lasheras et al., 2013). Altri studi hanno segnalato che questi disturbi si 

associano alla gravità dei sintomi e che la loro severità aumenterebbe a seguito di 

maggiori compromissioni sociali e verbali (Leader et al., 2022). È stato anche osservato 

che i bambini autistici con disturbi gastrointestinali manifestano frequenti scoppi di 

rabbia e comportamenti aggressivi (Iovene et al., 2017). Nonostante questi studi non 

abbiano indicato precisamente una relazione causa-effetto tra i sintomi gastrointestinali e 

l'autismo, hanno però suggerito un coinvolgimento dell’intestino in questo disturbo, il che 

è in linea con il concetto di asse intestino-cervello proposto negli ultimi anni (Margolis et 

al., 2021). 

Il termine "asse intestino-cervello" si riferisce a un complesso sistema morfo-funzionale 

che comprende il sistema nervoso enterico, i rami del sistema nervoso autonomo, le vie 

neurali che collegano l'intestino al midollo spinale e al cervello, nonché le regioni 

cerebrali. Queste componenti collaborano in modo sinergico per regolare la funzione 

intestinale e influenzare il sistema nervoso centrale, in entrambe le direzioni, 

coinvolgendo anche ormoni e molecole segnale (Socała et al., 2021). Elemento chiave di 

questa comunicazione è il microbiota intestinale che, negli ultimi anni, è emerso come un 

importante fattore fisiopatologico di disturbi neurologici e neuropsichiatrici 

(Villavicencio-Tejo et al., 2023). 

Tutti gli animali, compresi gli esseri umani, si sono evoluti in stretta associazione con 

comunità microbiche comprendenti batteri, archea, funghi e virus. Queste comunità di 

microorganismi, indicate collettivamente come microbiota, popolano praticamente ogni 

superficie del corpo esposta all'ambiente esterno. Il microbiota dotato della più alta 

abbondanza e densità di microrganismi è quello localizzato a livello intestinale, 

fondamentale per il funzionamento del nostro sistema immunitario, del nostro 

metabolismo e persino dello sviluppo di vari organi. Le comunità batteriche del 

microbiota intestinale sono entità dinamiche che possono cambiare sia nella 

composizione che nell'attività, nel corso della nostra vita e in risposta a fattori legati 

all'ospite, come l'età e la genetica, nonché ai cambiamenti nei fattori ambientali, tra i quali 

dieta e farmaci (Morais et al., 2021). L'ambiente intestinale favorisce principalmente la 

crescita di batteri appartenenti a sette divisioni predominanti (Firmicutes, Bacteroidetes, 
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Actinobacteria, Fusobacteria, Proteobacteria, Verrucomicrobia e Cyanobacteria). Tra 

queste sette divisioni, i Bacteroidetes e i Firmicutes costituiscono oltre il 90% della 

popolazione totale. La maggior parte delle specie all'interno del Phylum Bacteroidetes 

appartiene ai Generi Bacteroides e Prevotella. Mentre, le Specie batteriche all'interno del 

Phylum Firmicutes includono prevalentemente i Generi Clostridium, Eubacterium e 

Ruminococcus. Tuttavia, la comunità microbica presente nei compartimenti del tratto 

intestinale, ovvero stomaco, intestino tenue e intestino crasso, non è uguale ma differisce 

in quanto ognuno di essi possiede un ambiente con caratteristiche uniche e una distinta 

barriera fisico-chimica (Fig.1.14; Adak e Khan, 2019). 

Il microbiota intestinale è in grado di influenzare e regolare le funzioni cerebrali 

attraverso diversi meccanismi che possono essere così riassunti (Fig.1.15): 

- Regolazione della barriera intestinale ed emato-encefalica: l’assenza di 

microbiota nei topi si associa a cambiamenti nell'integrità di queste barriere, 

determinando una maggiore permeabilità e suscettibilità a modifiche (Braniste et 

al., 2014; Ghosh et al., 2021). Tali cambiamenti però possono essere invertiti a 

seguito di trattamenti microbiota-specifici, come il trapianto fecale oppure la 

somministrazione di metaboliti (Cheng et al., 2018; Knox et al., 2022). 

- Produzione di metaboliti, neurotrasmettitori, e di altri componenti neuroattivi: 

questi composti possono essere prodotti direttamente dai microbi stessi o avere un 

effetto indiretto attraverso la trasmissione di segnali neuronali o l'influenza sul 

sistema immunitario (Morais et al., 2021). Ad esempio, il GABA, il più 

importante neurotrasmettitore inibitorio del sistema nervoso, è sintetizzato 

direttamente da alcuni tipi di batteri intestinali, principalmente Bifidobacterium 

spp. e Lactobacillus spp. (Strandwitz, 2018). Mentre gli acidi grassi a catena corta 

(SCFAs), metaboliti prodotti dal microbiota intestinale, possono alterare il 

comportamento attraverso la stimolazione diretta delle vie neurali o mediante 

effetti centrali indiretti, derivanti dall'attivazione neuroendocrina e immunitaria 

(Silva et al., 2020). 

- Mimetismo molecolare: meccanismo per cui gli antigeni del proprio organismo e 

quelli estranei condividono somiglianze nella sequenza nucleotidica o nella 

struttura molecolare con conseguenti effetti biologici. Ad esempio, Escherichia 

Coli è capace di rilasciare una proteina mimetica dell’ormone melanocito 

stimolante in grado di indurre il rilascio del glucagon-like peptide (GLP-1) e i cui 
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effetti biologici non sono stati ancora completamente chiariti (Fettisov et al., 

2019). 

 

 

Fig.1.14 Distribuzione della flora intestinale nelle diverse porzioni intestinali. GBA è 

l'abbreviazione dell'inglese "gut brain axis," che si riferisce all'interazione tra l'intestino e 

il cervello (Modificato da Adak e Khan 2019). 

 

 

 

 

Vista l’importanza del microbiota intestinale nel funzionamento cerebrale, il suo ruolo è 

stato e continua ad essere indagato in svarianti contesti patologici, incluso l’ASD 

(Margolis et al., 2021; Villavicencio-Tejo et al., 2023). 

In generale, la composizione del microbiota intestinale dei bambini autistici mostra 

sostanziali differenze: i dati presenti nella letteratura scientifica indicano una riduzione 

dei Bacteroides, dei Bifidobacterium e di Escherichia coli con un aumento di 

Faecalibacterium e di Lactobacillus (Tomova et al., 2015). Nonostante queste differenze 

non provino l’esistenza di batteri specifici direttamente associati all'insorgenza di questa 

sindrome, è evidente che una minore quantità di batteri benefici e una maggiore di batteri 

dannosi è presente nell’intestino dei pazienti affetti da ASD e che la rimodellazione del 

microbiota può ridurre la severità dei sintomi (Iglesias-Vázquez et al., 2020). 

Similmente a quanto osservato negli studi preclinici, anche nei modelli animali per 

l’autismo sono state riscontrate alterazioni del microbiota, nei quali la rimodellazione 

attraverso, ad esempio, l’utilizzo di probiotici (definiti come ceppi batterici benefici) e 
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prebiotici (sostanze non digeribili che stimolano la crescita dei batteri benefici) ne ha 

migliorato le anomalie comportamentali e fisiologiche, quali infiammazione e alterazioni 

neurochimiche (Liu et al., 2022; Wang et al., 2023; Pochakom et al., 2022). Inoltre, il 

trapianto fecale di microbiota proveniente da pazienti autistici in topi neurotipici elicita 

comportamenti alterati, suggerendo che il microbiota intestinale potrebbe contribuire 

all'espressione di comportamenti simili all’autismo (Avolio et al., 2020). 

Il microbiota intestinale è in grado di interferire con diversi pathway neuronali modulando 

processi quali la mielinizzazione, lo sviluppo e la maturazione della microglia e la 

plasticità sinaptica (Wang et al., 2022; Davoli-Ferreira et al., 2021; D’Amato et al., 2020). 

Conseguentemente, comprendere come i batteri intestinali agiscono sul comportamento, 

soprattutto nel caso dell’ASD, è uno degli obiettivi principali. A tal proposito un 

approccio fondamentale potrebbe essere quello metabolomico. La segnalazione chimica 

è alla base della comunicazione tra intestino e cervello e la determinazione delle 

differenze nei profili metabolici, nonché lo studio dei loro effetti fisiologici, potrebbe 

rappresentare un passo importante per la comprensione della fisiopatologia dell’ASD e 

per lo sviluppo di terapie appropriate. Ad esempio, tramite analisi metabolomica condotta 

su topi colonizzati con il microbiota di individui affetti è stato possibile identificare 

metaboliti potenzialmente correlati all’ ASD, tra cui l’acido 5-aminovalerico e la taurina. 

Entrambi questi composti presentano, infatti, proprietà agonistiche per il recettore 

GABAA e la loro integrazione in topi autistici della linea BTBR ha dimostrato ridurre i 

comportamenti ripetitivi e i deficit sociali (Morais et al., 2021). 
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Fig.1.15. Comunicazione bidirezionale tra il microbiota intestinale e il sistema nervoso 

centrale attraverso l'asse intestino-cervello. Questa interazione coinvolge molteplici vie, tra cui 

il sistema nervoso autonomo, il sistema neuroendocrino e il sistema immunitario. Il microbiota 

intestinale può influenzare la produzione di composti neuroattivi nel tratto gastrointestinale, che 

possono a loro volta influenzare il sistema immunitario, il metabolismo, il cervello e la barriera 

intestinale. Inoltre, il microbiota può modulare l'ambiente intestinale e la sua composizione 

attraverso le vie neuronali (Modificato da Morais et al., 2021). 
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5. DIETA CHETOGENICA 

 

Negli ultimi decenni, osservazioni epidemiologiche significative hanno messo in 

evidenza una connessione tra diete salutari e una riduzione del rischio di patologie del 

sistema nervoso centrale. Di conseguenza, la ricerca sugli effetti della dieta sul 

funzionamento cerebrale è diventata un campo di forte interesse (Mao et al., 2021). In 

effetti, l'assunzione adeguata di specifici nutrienti o gruppi alimentari ha dimostrato 

notevoli benefici per alcuni disturbi neurologici sia in studi preclinici che clinici (Nagpal 

et al., 2019; Hindiyeh et al., 2020; Jia et al., 2023). In aggiunta, l’intervento dietetico, 

rispetto ad altre strategie terapeutiche, ha il vantaggio di essere un approccio a costo 

inferiore ed è maggiormente accettato dal pubblico in quanto ritenuto meno invasivo e 

privo di effetti collaterali (Mao et al., 2021). 

La dieta chetogenica (KD), inizialmente sviluppata per trattare l'epilessia e ora 

consolidata come approccio terapeutico, è un regime alimentare caratterizzato da un alto 

contenuto di grassi, una normale quantità di proteine e un basso contenuto di carboidrati 

che imita lo stato di digiuno (Barzegar et al., 2019). Nelle situazioni in cui è presente 

ossigeno, la principale fonte di energia cellulare deriva dal glucosio, il quale viene 

metabolizzato in piruvato attraverso il processo di glicolisi, seguito dall'ossidazione nei 

mitocondri tramite la fosforilazione ossidativa. Quando però il glucosio scarseggia, come 

ad esempio a seguito dell’assunzione di un pattern dietetico chetogenico, il corpo produce 

energia mediante il degrado degli acidi grassi e delle proteine, con la conseguente 

formazione di corpi chetonici come il 3-β-idrossibutirrato (BHB), l'acetoacetato e 

l'acetone. I corpi chetonici, principalmente prodotti all’interno del fegato, vengono quindi 

trasportati tramite il flusso sanguigno verso altri organi per soddisfare il fabbisogno 

energetico delle cellule in tutto il corpo, comprese quelle del cervello (Fig.1.16; Vidali et 

al., 2015). L’encefalo pur costituendo solo il 2% del nostro peso corporeo, è l’organo più 

energetico e sebbene il glucosio sia la sua fonte energetica preferita, i corpi chetonici 

possono coprirne il 60% del suo fabbisogno totale (Pietrzak et al., 2022). 

Un crescente numero di ricerche ha dimostrato che la KD, attraverso cambiamenti nelle 

vie biochimiche, può avere un effetto positivo sulle funzioni cerebrali e può apportare 

benefici terapeutici non solo nell’epilessia ma in una vasta gamma di condizioni 

neurologiche (Pietrzak et al., 2022). 
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5.1 Metabolismo cerebrale dei corpi chetonici 

 

Il trasporto dei corpi chetonici attraverso la barriera emato-encefalica richiede 

trasportatori specifici e, a differenza del glucosio, non è influenzato dall'attività 

neuronale, ma piuttosto è correlato alle concentrazioni circolanti. I trasportatori dei corpi 

chetonici sono i trasportatori monocarbossilati (MCT) di cui ne esistono diverse isoforme 

e la cui espressione varia tra i diversi tipi cellulari. Ad esempio, l'isoforma MCT1 è 

localizzata a livello della barriera emato-encefalica e su cellule gliali, che esprimono 

anche l'isoforma MCT4, mentre i neuroni esprimono principalmente l'isoforma MCT2 

che è associata a strutture sinaptiche ricche di mitocondri, il che ne suggeriscono un ruolo 

nella trasmissione sinaptica. Pertanto, l’aumento della capacità di assorbimento dei corpi 

chetonici è correlato al livello di espressione degli MCT (Pérez-Escuredo et al., 2016). 

Una volta che il BHB e l'acetoacetato sono stati trasportati nel cervello, vengono 

convertiti nuovamente in acetil-CoA, il quale entra nel ciclo dell'acido citrico per generare 

ATP. La conversione avviene all'interno dei mitocondri, dove il BHB è trasformato in 

acetoacetato grazie all'azione reversibile della beta-idrossibutirrato deidrogenasi 

utilizzando NAD+ e successivamente formando NADH. L'acetoacetato viene poi 

catabolizzato in acetoacetil-CoA dalla succinil-CoA:3-chetoacido coenzima A transferasi 

(SCOT). I livelli di mRNA di SCOT sono rilevabili in tutti i tessuti umani, tranne il fegato 

che non è in grado di utilizzare i corpi chetonici come substrato energetico. L'acetoacetil- 

CoA viene quindi convertito nuovamente in due molecole di acetil-CoA pronte per entrare 

nel ciclo dell'acido citrico grazie all'azione reversibile della tiolasi (il primo enzima della 

chetogenesi). A differenza del glucosio, questa conversione di BHB e acetoacetato in una 

forma ossidabile non richiede ATP. Nel cervello in via di sviluppo dei roditori, i neuroni, 

gli astrociti e gli oligodendrociti sono tutti in grado di utilizzare i corpi chetonici per il 

metabolismo ossidativo a un ritmo molto più elevato rispetto al glucosio. Tuttavia, i 

neuroni e gli oligodendrociti sembrano essere più efficienti nell'ossidare i corpi chetonici 

rispetto agli astrociti (Jensen et al., 2020). 
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Fig.1.16. Percorsi coinvolti nella sintesi e catabolismo dei corpi chetonici. AcAc, acetacetato; 

Acetil-CoA, acetil coenzima A; BHB, beta-idrossibutirrato; BHD, beta-idrossibutirrato 

deidrogenasi; FFA, acidi grassi liberi; HMG-CoA, 3-idrossi-3-metilglutaryl-CoA; HMGCS2, 3- 

idrossi-3-metilglutaryl-CoA sintetasi 2; MCFA, acidi grassi a catena media; MCT, trasportatore 

monocarbossilico; SCOT, succinil-CoA:3-chetoacido Coenzima A transferasi; TCA, ciclo 

tricarbossilico (Modificato da Jensen et al., 2020). 

 

 

 

 

5.2 Effetti neuroprotettivi della dieta chetogenica 

 

La KD svolge ruoli neuroprotettivi nel sistema nervoso centrale attraverso l'inibizione 

della glicolisi e la produzione di corpi chetonici. La funzione neuroprotettiva dei corpi 

chetonici non è stata ancora ben compresa, ma si pensa che questa possa esplicarsi su tre 

livelli, ovvero metabolico, di segnalazione ed epigenetico. 

La KD agisce direttamente sul metabolismo cellulare, spingendo il cervello ad utilizzare 

i chetoni come principale fonte di energia. Questo cambiamento metabolico contribuisce 

a migliorare la funzione mitocondriale di neuroni e cellule gliali, riducendo la produzione 

di ROS e aumentando quella di ATP (Vidali et al., 2015). Uno studio recente in vitro ha 

suggerito che il BHB aumenta il potenziale di membrana mitocondriale, regola il rapporto 

tra NAD+ e NADH e influenza positivamente proteine coinvolte nella regolazione 

mitocondriale. Questi effetti contribuiscono a rendere i neuroni più resistenti allo stress 

energetico, migliorando la loro capacità di produrre energia in condizioni 

metabolicamente sfavorevoli. Inoltre, il BHB stimola l'autofagia e la pulizia delle 
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componenti cellulari danneggiate, ottimizzando la salute mitocondriale nei neuroni 

(Gómora-García et al., 2023). 

A livello epigenetico, l’azione dei corpi chetonici può essere esplicata attraverso diverse 

vie. Il BHB ha dimostrato di inibire le istoni deacetilasi di classe I (HDAC), portando ad 

un aumento delle acetilazioni istoniche e alla trascrizione di geni associati alla resistenza 

per lo stress ossidativo, processo che potrebbe contribuire alla neuroprotezione fornita 

dalla KD (Shimazu et al., 2013). Inoltre, il BHB modifica direttamente le proteine 

istoniche attraverso la β-idrossibutirilazione e influisce su più di 1.300 proteine diverse, 

il che ne suggerisce un ruolo significativo nella regolazione epigenetica che però, 

soprattutto a livello del sistema nervoso centrale, deve essere ulteriormente esplorato 

(Huang et al. 2021). 

LA KD è in grado di influire sulla segnalazione consentendo la rimozione efficiente del 

Glu dallo spazio intersinaptico da parte degli astrociti, e la sua conversione in glutammina 

e successivamente in GABA (Barry et al., 2018). I corpi chetonici hanno, inoltre, 

dimostrato di modulare la neurochimica del cervello, agendo sui recettori 

glutammatergici e GABAergici, oltre che sui canali ionici, inclusi quelli del Ca2+ (Zhu et 

al., 2019; Rogawski et al., 2016). 

A seguito dei numerosi effetti dei corpi chetonici sulla neurofisiologia, l'interesse nella 

comunità scientifica per la KD è cresciuto. Diversi studi, sia clinici che preclinici, hanno 

dimostrato la capacità di questa dieta di migliorare la condizione di vari disturbi 

neurologici portando alla luce nuovi meccanismi d’azione (Fig.1.17; Dyńka et al., 2022). 

In un modello murino di Alzheimer, la KD ha consentito di migliorare le funzioni 

cognitive in associazione al ripristino sinaptico, sia nell'ippocampo che nella corteccia, e 

alla riduzione della deposizione della placca amiloide e dell'attivazione microgliale, con 

conseguente riduzione della neuroinfiammazione (Xu et al., 2022). Effetti comparabili 

sono stati osservati anche in un modello murino di Parkinson, dimostrando che la chetosi 

potrebbe ridurre l'infiammazione in questa patologia, attraverso vari meccanismi, tra cui 

l'inibizione dell'espressione genica di mediatori proinfiammatori e dell'assemblaggio di 

NLRP3, adattamenti epigenetici associati alla restrizione calorica e riduzione dei ROS 

(Zhu et al., 2022) 

Un altro meccanismo, sempre più frequentemente riportato in letteratura, è l'effetto della 

KD sulla prevenzione e il trattamento delle malattie neurologiche attraverso una modifica 

del microbiota intestinale (Tao et al., 2022). Una esaustiva e recente revisione sistematica 

ha dimostrato che la KD aumenta i ceppi di Bacteroides, Prevotella e diminuisce i ceppi 
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di Firmicutes e di Actinobacteria nei pazienti affetti da epilessia, in associazione alla 

riduzione della frequenza e della gravità delle crisi epilettiche di oltre il 50% (Paoli et al., 

2019). Parallelamente, in pazienti obesi con resistenza insulinica, la somministrazione di 

una KD ha comportato un aumento dei Bacteroides e una diminuzione dei Firmicutes 

insieme ad una significativa perdita di peso e miglioramenti nei parametri testati, come la 

riduzione della glicemia a digiuno, dell'insulina, della pressione sanguigna e delle 

lipoproteine a bassa densità (Basciani et al., 2020; Ang et al., 2020). Altri effetti di questa 

dieta sono stati registrati sul numero di Lactobacilli e Akkermansia muciniphila, batteri a 

cui sono state attribuite proprietà neuroprotettive (Santangelo et al., 2023). 

La revisione della letteratura sul rapporto tra KD e ASD suggerisce risultati incoraggianti. 

La KD in modelli roditori di autismo ha dimostrato migliorare significativamente i deficit 

sociali e i comportamenti ripetitivi insieme al metabolismo mitocondriale, all’equilibrio 

eccitazione/inibizione e alla ristrutturazione del microbiota intestinale (Ahn et al., 2014 

(Newell et al., 2016; Castro et al., 2017; Kin et al., 2022; Olivito et al., 2023). Mentre 

sugli umani la KD ha dimostrato di migliorare notevolmente le capacità cognitive e 

linguistiche, le abilità sociali e le stereotipie (El-Rashidy et al., 2017; Evangeliou et al., 

2003; Frye et al., 2011). Più recentemente, un regime di KD privo di glutine e con il 

supplemento di olio di trigliceridi a catena media, somministrata a 15 bambini con ASD, 

ha migliorato in 3 mesi i comportamenti sociali, nonché altri comportamenti tipici di 

questa sindrome quali il contatto visivo, il linguaggio, la concentrazione e l'iperattività 

(Lee et al., 2018). Dunque, la KD ha fornito risultati incoraggianti nel contesto dell’ASD 

e ulteriori studi sono necessari al fine di chiarire i meccanismi che ne giustificano la sua 

azione positiva sulle aberrazioni comportamentali. 
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Fig.1.17 Effetti neuroprotettivi della KD in diversi disturbi neurologici (Dyńka et al., 2022). 
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Questo progetto di dottorato si compone di due parti principali: studio in vivo (Parte I) e 

studio in vitro (Parte II). 

Nella I fase, è stato analizzato l’effetto indotto dalla somministrazione di una KD sul 

comportamento e su alcuni meccanismi fisiopatologici associati all’ ASD (Parte I-A). 

Questa sezione include anche uno studio condotto in collaborazione con il Professore 

Sergueï Fetissov presso l’Università di Rouen (Francia), che ha consentito di 

approfondire la relazione tra microbiota intestinale e ASD (Parte I-B). 

Nella II fase, è stata effettuata un’analisi in vitro in collaborazione con l‘ITM-CNR 

(UNICAL), volta ad esplorare gli effetti della chetosi su specifiche popolazioni neuronali, 

offrendo una visione più mirata e controllata dei meccanismi cellulari coinvolti. 

Il vantaggio di condurre entrambi i tipi di studi sta nel fatto che nella prima parte i risultati 

ottenuti riflettono l'interazione tra il sistema nervoso centrale e altri organi, mentre nella 

seconda parte le risposte registrate sono indipendenti da fattori esterni alle cellule nervose 

oggetto di studio, contribuendo così a una comprensione più completa degli effetti della 

chetosi nell’ ASD. 

 

 

 

1. Modello sperimentale: BTBR T+Itpr3tf/J (BTBR) 

 

Date le difficoltà correlate all’ottenimento di campioni provenienti da pazienti autistici, 

l’utilizzo dei modelli animali che mimano le caratteristiche di questa sindrome, si 

configurano come una valida alternativa per studiare cambiamenti comportamentali e 

processi fisiopatologici, nonché fattori diagnostici e possibili terapie (Li et al., 2021). Ne 

consegue che la selezione di un modello animale affidabile per lo studio dell’ASD è di 

cruciale importanza e deve essere condotta attentamente in base agli obiettivi specifici di 

ricerca e ai risultati desiderati. 

Un modello animale è in grado di riflettere meglio le malattie umane quanto più è efficace. 

L’efficacia viene stabilita sulla base di tre criteri, ovvero la validità di costrutto, di facciata 

e predittiva (Chadman, 2017). In primo luogo, la validità di costrutto richiede che il 

modello si conformi a una certa ipotesi teorica e che i cambiamenti fisiopatologici siano 

coerenti con essa. In secondo luogo, la validità di facciata impone che il modello simuli 

le caratteristiche tipiche della malattia in molti aspetti, come il comportamento. In terzo 

luogo, la validità predittiva implica che le risposte farmacologiche e non siano 

comparabili a quelle umane. Dato che attualmente non esiste alcun trattamento 
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farmacologico efficace per l'autismo, la validità predittiva nei modelli animali risulta 

ancora inconclusiva (Kazdoba et al., 2016). Tuttavia, è importante notare che ciò non 

esclude la possibilità che un modello animale di ASD possa contribuire all'identificazione 

di farmaci potenzialmente benefici per gli esseri umani. 

Data l’eterogeneità dell’ASD, attualmente non esiste il modello migliore, ma diversi 

modelli la cui scelta si correla anche al tipo di studio che si vuole condurre. In questo 

progetto di dottorato la scelta è ricaduta su un modello roditore di autismo idiopatico, 

ovvero il BTBR T+Itpr3tf/J (BTBR) per i motivi di seguito riportati. 

Il ceppo BTBR T+ Itpr3tf/J è un derivato del ceppo inbred BTBR (Black and Tan 

BRachyury) che porta mutazioni nel gene non agouti (responsabile del colore nero e 

fulvo), nel gene che codifica il recettore 3 dell’inositolo trifosfato (Itpr3tf), il quale è 

legato al fenotipo "tufted", e nel gene che codifica per la proteina brachiuro (T; 

https://www.jax.org/strain/002282). Inizialmente selezionato per studi sulla resistenza 

all'insulina, la nefropatia indotta dal diabete e la fenilchetonuria, il ceppo BTBR è 

successivamente emerso come un modello valido di autismo (Meyza et al., 2017; Fig.2.1). 

I topi BTBR mostrano una vasta gamma di comportamenti rilevanti per l'autismo con 

deficit estremamente consistenti e robusti, in vari aspetti sociali, e manifestazioni 

accentuate di vari comportamenti ripetitivi e stereotipati. I risultati ottenuti in correlazione 

allo stress e all’ansia supportano collettivamente l'idea che questi non siano alla base dei 

comportamenti anomali mostrati da questo ceppo (Meyza et al., 2017). Inoltre, deficit 

cognitivi e dell'attenzione, comorbilità ricorrenti dell’ASD, sono caratteristiche di questo 

modello di topo, che ne confermano ulteriormente l’utilità traslazionale per 

l’identificazione di endofenotipi che contribuiscono all'eziologia e alle patologie 

associate a questa sindrome (Careaga et al., 2015). 

Le analogie dei BTBR con l’ ASD ovviamente non si limitano al comportamento ma 

coinvolgono aberrazioni fisiopatologiche che, mimando l’eterogeneità e la complessità di 

questa sindrome negli umani, sono concettualmente rilevanti per la comprensione di 

questo disturbo e che comprendono ad esempio alterazioni neurochimiche, nella 

neurogenesi e di mielinizzazione, anomalie immunologiche e infiammazione, stress 

ossidativo e disturbi del microbiota intestinale (Meyza et al., 2017;Coretti et al., 2017; 

Zhang et al., 2019; Khanbabaei et al., 2019; Higuchi et al., 2023). 

Di conseguenza, lo studio in tale modello delle risposte comportamentali e fisiologiche a 

trattamenti  farmacologici  e  nutrizionali,  risulta  fondamentale  non  solo  per  la 

https://www.jax.org/strain/002282
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comprensione dell’autismo, ma anche per l’identificazione di approcci terapeutici efficaci 

che potrebbero essere utili all’uomo. 

Per fornire validità ai risultati ottenuti e per garantire una specificità al fenomeno studiato, 

è stato utilizzato come controllo un ceppo di topo inbred, il C57BL/6J (C57), che oltre a 

possedere una spiccata socialità, non presenta alterazioni comportamentali e aberrazioni 

fisiologiche che invece si riscontrano nei BTBR e nell’autismo 

(https://animalab.eu/c57bl-6j-mouse-jax). 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 2.1 La validità del modello animale BTBR in breve. Le analogie dei BTBR con l’ASD 

comprendono anomalie comportamentali e aberrazioni fisiopatologiche che, mimando 

l’eterogeneità e la complessità di questa sindrome, contribuisce a una comprensione più completa 

e approfondita del disturbo. Inoltre, la valutazione delle risposte a trattamenti farmacologici e non 

in questo ceppo è utile sia per una maggiore comprensione dell’ASD che per l’identificazione di 

terapie utili all’uomo (immagine realizzata con Biorender.com). 

 

 

 

 

2. PARTE I-A 

 

2.1 Procedura sperimentale 

 

Durante il periodo di stabulazione i topi BTBR e la controparte sociale, i topi C57 

(Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME, USA), sono stati mantenuti e alloggiati in gabbie 

di plastica dalle dimensioni di 28 cm x 17 cm x 12 cm, con una temperatura costante di 

circa 22 ± 2°C e un livello di umidità del 60%. L'illuminazione, gestita tramite cicli 
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automatici di 12 ore di luce e 12 ore di buio con inizio alle 7:30, è stata regolata mediante 

un sistema automatizzato. 

Dopo una settimana di acclimatazione gli animali sono stati posti in coppie (maschio- 

femmina) al fine di consentirne l’accoppiamento e dare vita alla prole. A giorni alterni, è 

stato misurato il peso delle femmine per l’individuazione di quelle gravide, evitando 

l’utilizzo di metodiche invasive. Qualche giorno prima della fine della gravidanza, durata 

in media 20 giorni, i maschi sono stati separati dalle femmine al fine di evitare fenomeni 

di cannibalismo. La prole è stata mantenuta con la madre fino allo svezzamento, avvenuto 

al giorno postnatale (PND) 22 + 1. Dopo lo svezzamento, i topi di entrambi i ceppi sono 

stati raggruppati da 3 a 5 per gabbia e assegnati casualmente a una dieta controllata (CD, 

Dieta Globale Teklad 2019 - 9% di grassi, 19% di proteine, 44,9% di carboidrati; Envigo 

RMS, Udine, Italia) o a una KD (Dieta PF4390, 67,70% di grassi, 15,90% di proteine, 

1% di carboidrati; Mucedola, Milano, Italia) per 5 settimane, seguendo un protocollo 

simile a quanto precedentemente utilizzato da altri (Qin et al., 2022). Dopo 5 settimane 

di trattamento, i topi appartenenti ad ogni gruppo sperimentale sono stati sacrificati e sono 

state effettuate le opportune analisi molecolari (Fig.2.2). Queste analisi hanno permesso 

di valutare i livelli nel plasma e/o nelle aree encefaliche corrispondenti a PCF e HIP di 

marker infiammatori (TNF-α, IL-6, IL-1β) e di stress ossidativo (TBARS e SOD). 

Contestualmente, sono state impiegate tecniche di sequenziamento del DNA batterico, 

estratto dalle feci per l'analisi del microbiota intestinale. 

La gestione degli animali e le procedure sperimentali sono state condotte nel rispetto delle 

disposizioni etiche per la cura e l'uso degli animali da laboratorio, come riportato nella 

legge legislativa n. 26 (04-03-2014), e sono state autorizzate dal Comitato Nazionale del 

Ministero della Salute italiano. Sono state adottate tutte le misure necessarie per 

minimizzare il disagio degli animali e ridurre al minimo il numero di esperimenti. 

 

 

 

2.2 Analisi comportamentale 

 

Alla fine di 4 settimane di trattamento, 8 topi per ciascun gruppo sono stati sottoposti a 

diversi test comportamentali che si sono protratti per una settimana, fino alla conclusione 

della somministrazione della dieta (Fig.2.2). I test sono stati condotti tra le 10 del mattino 

e le 5 del pomeriggio in una sala appositamente attrezzata per le analisi comportamentali. 

I test sono stati eseguiti secondo questa sequenza: Light Dark Test (LTD), Three Chamber 
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Test (TCT), Self-grooming Test e Novel Object Recognition Test (NOR). Durante tutte le 

sessioni di osservazione, le performance comportamentali sono state registrate mediante 

l'utilizzo di una telecamera aerea (SONY, DSC-W310), la quale ha seguito i movimenti 

di ciascun soggetto. Successivamente, le registrazioni sono state analizzate attraverso il 

software EthoLog (versione 2.2.5, Visual Basic, São Paulo, Brasile). 

 

 

 
Fig.2.2 Procedura sperimentale. I topi BTBR e i C57 sono stati assegnati casualmente a una CD 

(9% grassi, 19% proteine, 44.9% carboidrati) o a una KD (67.70% grassi, 15.90% proteine, 1% 

carboidrati) per 5 settimane. Alla fine di 4 settimane di trattamento, i topi di ciascun gruppo sono 

stati sottoposti ai test comportamentali che si sono protratti per una settimana, fino alla 

conclusione della somministrazione della dieta. Dopo il trattamento di 5 settimane, i topi sono 

stati sacrificati e sono stati prelevati sangue, HIP e PFC. Inoltre, le variazioni nella composizione 

del microbiota sono state rilevate attraverso tecniche di sequenziamento del DNA, estratto dalle 

feci dei roditori (Immagine creata con Biorender.com). 

 

 

 

 

2.2.1 Light Dark Test 

 

Il LDT, ovvero il test di transizione luce/buio, si basa sulla propensione naturale dei 

roditori a permanere in aree più scure e sulla loro inclinazione a esplorare nuovi ambienti. 

Nel contesto del test, il conflitto tra la tendenza a esplorare e la tendenza a evitare ambienti 

non familiari e illuminati fornisce una valutazione del comportamento legato all'ansia 

(Arrant et al., 2013). Di conseguenza, il LDT è stato utilizzato per valutare gli effetti del 

trattamento sui livelli di ansia. L'apparato, costruito in plexiglass, è costituito da una 

scatola dotata di due compartimenti interconnessi da un'apertura (Fig.2.3): un primo 

ambiente composto da un piccolo e oscuro compartimento in plastica (16×16×16 cm), e 
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un secondo ambiente dotato di un ampio compartimento traslucido e illuminato 

(25×25×30 cm). Ciascun topo è stato posizionato nel compartimento illuminato, rivolto 

lontano dall'apertura, e gli è stato concesso di esplorare l’intero apparato per un periodo 

di 5 minuti. 

Per l’analisi comportamentale sono stati presi in considerazione i seguenti parametri: 

- Light permanence: tempo, espresso in secondi, trascorso dall’animale nella camera 

luminosa dell’apparato. 

- Dark permanence: tempo, espressi in secondi, trascorso dall’animale nella camera buia 

dell’apparato. 

- Latency to dark: tempo, espresso in secondi, trascorso dall’inizio del test prima che 

l’animale raggiunga la camera buia. 

- Number of transitions: numero di transizioni compiute dal roditore tra una camera e 

l’altra. 

Al termine di ogni test, l’apparato è stato pulito con etanolo al 70%, al fine di rimuovere 

ogni traccia e l’odore residuo degli animali testati precedentemente. 

 

 

 

 
Fig.2.3 LDT. Il test si basa sulla propensione naturale dei roditori a 

permanere in aree più scure e sulla loro inclinazione a esplorare 

ambienti nuovi. L'apparato, costruito in plexiglass, è costituito da una 

scatola dotata di due compartimenti, uno illuminato e l’altro buio, 

interconnessi da una piccola apertura (immagine creata con 

Biorender.com). 

 

 

2.2.2 Three Chamber test 

 

Gli individui di diverse specie manifestano comportamenti sociali, interagendo in modo 

cooperativo per migliorare le loro probabilità di sopravvivenza e di riproduzione. I topi, 

in particolare, hanno elevata propensione per l'interazione sociale, la cui valutazione 



Materiali & Metodi 

76 

 

 

attraverso test specifici ha importanti implicazioni nello studio dell’ASD (Sato et al., 

2023). 

ll TCT (test delle tre camere), comunemente impiegato negli studi preclinici sull’autismo, 

nel contesto di questo progetto è stato utilizzato per valutare l’impatto della dieta e dei 

probiotici (Parte I-B) sul comportamento sociale nei topi. Questo test mira a quantificare 

la preferenza dell’animale per uno stimolo sociale e per uno non sociale, fornendo 

indicazioni sulla propensione del roditore a interagire e, quindi, a socializzare (Yang et 

al., 2011). 

L'apparato del TCT è composto da tre camere identiche realizzate in plexiglas, ciascuna 

con dimensioni di 23 cm x 40 cm x 22 cm, interconnesse da piccole aperture circolari 

(diametro di 3,5 cm). L’esecuzione del test ha compreso 3 fasi: 

1) Habituation nella camera centrale (Fig.2.4a): il roditore da testare, ovvero l’animale 

tester, è stato posto nella camera centrale e lasciato libero di esplorarla per 5 minuti. 

In questa fase all’animale tester è stato impedito l’accesso alle camere laterali che 

sono state ostruite adagiando e fissando, tramite opportuni supporti, delle sottili pareti 

di plastica per incoraggiarne l’esplorazione nella fase successiva. 

2) Habituation nell’intero apparato (Fig.2.4b): all’animale tester è stato concesso di 

esplorare per 10 minuti l’intero apparato, incluse le camere laterali, per consentirne 

l’adattamento al nuovo ambiente. 

3) Sociability (Fig.2.4c): all’animale tester è stato concesso di esplorare per 10 minuti 

l’intero apparato in cui uno stranger (un topo della stessa età e dello stesso sesso 

dell’animale tester con cui non ha mai interagito) è stato posizionato sotto una 

gabbietta, collocata casualmente nella camera di sinistra o destra, mentre un'altra 

gabbia vuota identica (novel object), è stata posizionata sul lato opposto. 

La propensione dell’animale a socializzare è stata quantificata attraverso l’analisi del 

tempo trascorso dall’animale tester in ciascuna camera (chamber time) e quello dedicato 

all'esplorazione dello stranger o del novel object. In particolare, il comportamento di 

esplorazione, indicato come exploring time, è stato definito come il tempo speso 

dall’animale tester ad annusare o toccare ciascuna gabbietta, mantenendo una distanza 

inferiore a 2 cm dal suo muso. Inoltre, per una comparazione tra i vari gruppi sperimentali 

è stato calcolato il social index (SI) secondo la seguente formula: 

 

𝑆𝐼 = 
𝑡𝑖𝑚𝑒 𝑒𝑥𝑝𝑙𝑜𝑟𝑖𝑛𝑔 𝑠𝑡𝑟𝑎𝑛𝑔𝑒𝑟 − 𝑡𝑖𝑚𝑒 𝑒𝑥𝑝𝑙𝑜𝑟𝑖𝑛𝑔 𝑛𝑜𝑣𝑒𝑙 𝑜𝑏𝑗𝑒𝑐𝑡 

 
 

𝑡𝑖𝑚𝑒 𝑒𝑥𝑝𝑙𝑜𝑟𝑖𝑛𝑔 𝑠𝑡𝑟𝑎𝑛𝑔𝑒𝑟 + 𝑡𝑖𝑚𝑒 𝑒𝑥𝑝𝑙𝑜𝑟𝑖𝑛𝑔 𝑛𝑜𝑣𝑒𝑙 𝑜𝑏𝑗𝑒𝑐𝑡 
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Fig.2.4 Le varie fasi del Three Chamber Test. a) Habituation nella camera centrale: il roditore 

è lasciato libero di esplorare solo la camera centrale per 5 minuti. b) Habituation nell’intero 

apparato: il roditore è lasciato libero di esplorare per 10 minuti l’intero apparato, incluse le 

camere laterali. c) Sociability: due gabbiette, una vuota e l’altra con lo stranger sono posizionate 

ognuna in una delle due camere laterali. La quantificazione, in quest’ultima fase, della preferenza 

dell’animale per lo stranger e per il novel object, fornisce indicazioni sulle capacità sociali del 

roditore (Immagine creata con Biorender.com) 

 

 

2.2.3 Self Grooming Test 

 

Nell’ ASD si riscontra una gamma di comportamenti ripetitivi che possono differire 

notevolmente da un paziente all’altro. Nonostante non esistano criteri specifici che ne 

definiscano le diverse categorie, un comportamento per poter essere considerato 

ripetitivo deve manifestarsi con un tasso relativamente elevato e con modalità costante e 

invariata. Analogamente ai pazienti umani, i modelli murini di autismo mostrano diversi 

tipi di comportamenti stereotipati e ripetitivi, e fra questi il Self-Grooming è quello più 

frequentemente saggiato (Kim et., 2016). 

Il Self-Grooming Test è un paradigma comportamentale che nei roditori consente di 

verificare se il comportamento di auto-tolettatura è ripetuto con una frequenza e una 

durata più elevate (Silverman et al., 2010). L’esecuzione del Self-Grooming Test è 

avvenuta collocando ciascun topo da testare in una gabbia di plastica pulita, vuota 
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(33×15×13 cm) e priva di lettiera (Fig.2.5). Dopo un periodo di habituation di 10 minuti, 

il tempo cumulativo trascorso dal roditore nell’attività di Self-Grooming è stato 

analizzato e quantificato per altri 10 minuti mediante l’utilizzo di un cronometro. 

 

 

 

 
Fig.2.5 Il Self-Grooming Test. Durante l’esecuzione del test ciascun topo 

da testare viene posto in una gabbia di plastica pulita, vuota e priva di lettiera. 

L’attività di Self-Grooming nei roditori avviene secondo una serie di 

movimenti che includono il leccarsi la pelliccia, usando di tanto in tanto le 

zampe anteriori e passandole sul naso con una serie di brevi movimenti 

orizzontali (immagine creata con Biorender.com). 

 

 

 

 

2.2.4 Novel Object Recognition Test 

 

L’analisi della capacità di un roditore di riconoscere, come familiare, un oggetto 

precedentemente esplorato rispetto ad un oggetto con il quale non ha mai interagito ne 

consente di valutare le capacità cognitive e in particolare la memoria di riconoscimento. 

Questo principio è alla base nel NOR che, sfruttando la naturale e spontanea preferenza 

dei roditori a esplorare la novità, e quindi ad interagire maggiormente con un oggetto 

nuovo piuttosto che un oggetto familiare (Lueptow, 2017), è stato utilizzato per valutare 

la memoria nei topi di ciascun gruppo sperimentale. 

L’esecuzione di questo test ha previsto tre fasi distinte, distribuite in due giorni. Il primo 

giorno per 10 minuti ciascun topo è stato abituato individualmente all’apparato, costituito 

da una gabbia di policarbonato vuota (50×50×30 cm; Fig.2.6a). Il giorno successivo, il 

topo è stato introdotto nell'arena con la testa posizionata di fronte a due blocchi cilindrici 

identici (8 cm di altezza × 2 cm di diametro), indicati come oggetti familiari, e gli è stato 

permesso di esplorarli per 10 minuti (Fig.2.7b). Dopo un'ora, il topo è stato reinserito 

nell'arena ed è stato lasciato libero di esplorare per 5 minuti un oggetto familiare e uno 
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nuovo, rappresentato da un blocco rettangolare (8×2.5×2 cm; Fig.2.7c). L'esplorazione è 

stata definita tale, quando il topo avvicinava il muso all’oggetto a una distanza inferiore 

o uguale a 2 cm (Antunes e Bala., 2012). L’atto di sedersi sull’oggetto non è stato 

considerato come indice di esplorazione (Lueptow, 2017). 

La capacità di riconoscimento è stata calcolata mediante un indice di discriminazione 

(DI), utilizzando il tempo trascorso dal roditore ad esplorare l’oggetto nuovo (time 

exploring novel object) e quello familiare (time exploring familiar object), secondo la 

seguente formula: 

 

𝐷𝐼 = 
𝑡𝑖𝑚𝑒 𝑒𝑥𝑝𝑙𝑜𝑟𝑖𝑛𝑔 𝑛𝑜𝑣𝑒𝑙 𝑜𝑏𝑗𝑒𝑐𝑡 − 𝑡𝑖𝑚𝑒 𝑒𝑥𝑝𝑙𝑜𝑟𝑖𝑛𝑔 𝑓𝑎𝑚𝑖𝑙𝑖𝑎𝑟 𝑜𝑏𝑗𝑒𝑐𝑡 

 
 

𝑡𝑖𝑚𝑒 𝑒𝑥𝑝𝑙𝑜𝑟𝑖𝑛𝑔 𝑛𝑜𝑣𝑒𝑙 𝑜𝑏𝑗𝑒𝑐𝑡 + 𝑡𝑖𝑚𝑒 𝑒𝑥𝑝𝑙𝑜𝑟𝑖𝑛𝑔 𝑓𝑎𝑚𝑖𝑙𝑖𝑎𝑟 𝑜𝑏𝑗𝑒𝑐𝑡 

 
Una maggiore esplorazione dell’oggetto familiare, e quindi un DI<1, indica deficit 

cognitivi. 

 

 

 
Fig. 2.6 Novel Object Recognition Test. a) Il primo giorno ciascun topo da testare è stato abituato 

individualmente all’apparato vuoto per 10 minuti. b) Il giorno successivo, il topo è stato introdotto 

nell'arena con la testa posizionata di fronte a due blocchi cilindrici identici, indicati come oggetti 

familiari e gli è stato permesso di esplorarli per 10 minuti. c) Dopo un'ora, il topo è stato reinserito 

nell'arena ed è stato lasciato libero di esplorare per 5 minuti un oggetto familiare e uno nuovo, 

rappresentato da un blocco rettangolare. La misura del tempo trascorso dal roditore ad esplorare 

l’oggetto nuovo, rispetto a quello familiare, consente di valutare le sue capacità cognitive 

(Immagine creata con Biorender.com). 

 

 

2.3 Analisi citochine pro-infiammatorie 

 

Dopo 5 settimane di trattamento, i topi di ogni gruppo sperimentale sono stati sacrificati 

per ottenere i campioni di plasma e il tessuto cerebrale di interesse. Il sangue, ottenuto 

mediante puntura cardiaca, è stato centrifugato a 12500 giri/min per 15 minuti a 4°C e 

successivamente raccolto in tubi eparinizzati, conservati a -20°C in attesa dell'analisi 

immunologica. I cervelli, una volta rimossi, sono stati dissezionati nelle regioni della PFC 
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e dell’HIP. Le regioni cerebrali di riferimento, destinate all’analisi delle citochine 

proinfiammatorie (n=6/gruppo), sono state poi omogeneizzate in un tampone di lisi (150 

mM NaCl, 20 mM Tris (pH 7,5), 1 mM EDTA, 0,5% di deossicolato di sodio, 0,1% SDS, 

più 1% di nonilfenolo P-40) e centrifugate a 12500 giri/min a 4° C per 30 minuti. Dopo 

la centrifugazione, il surnatante raccolto è stato congelato a -80° C in attesa del successivo 

utilizzo. 

La determinazione quantitativa delle concentrazioni di TNF-α, IL-6 e IL-1β nelle aree 

cerebrali di interesse e nel plasma è avvenuta mediante l’impiego della tecnica ELISA 

(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) utilizzando un "Mouse TNF alpha ELISA Kit" 

(Cat. # MBS825075; MyBioSource, San Diego, USA), un "Mouse IL-1β ELISA kit" 

(RAB0275) e un "Mouse IL-6 ELISA kit" (RAB0309; Sigma Aldrich, St. Louis, MI, 

USA). In breve, i campioni processati secondo le istruzioni fornite dai kit ELISA di 

riferimento sono stati aggiunti in duplicato nei pozzetti contenenti gli anticorpi per le 

citochine di interesse. Successivamente, sono stati addizionati complessi anticorpo- 

streptavidina-HRP specifici e l'assorbanza è stata misurata utilizzando un lettore di 

micropiastre (Multiskan™SkyHigh, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA). 

Le concentrazioni delle citochine (pg/mL) sono state ottenute per interpolazione sulla 

curva standard, allestita con quantità note crescenti di standard di riferimento. 

 

 

2.4 Analisi marcatori di stress ossidativo 

 

2.4.1 Dosaggio delle Sostanze Reattive all'Acido Tiobarbiturico 

 

A causa della capacità dell'acido tiobarbiturico di reagire con i prodotti della 

perossidazione lipidica (in particolare il malondialdeide) che si accumulano durante 

condizioni stressanti, la generazione di perossidi lipidici nella PFC e nell’HIP 

(n=6/gruppo) è stata analizzata mediante il dosaggio TBARS, come descritto in 

precedenza (Pasqua et al., 2020; Rocca et al., 2022). In breve, dopo l'omogeneizzazione 

dei tessuti in KCl allo 0,9% (pH 7,4) (10% w/v), un’aliquota di 2 ml di ciascun campione 

è stata miscelata con 1 mL di acido tricloroacetico al 40% (w/v) (TCA) e 1 mL di acido 

tiobarbiturico al 2% (w/v) (TBA). La miscela del reagente TBA è stata inoltre integrata 

con idrossitoluene butilato al 2% (w/v) per prevenire la perossidazione lipidica artificiale 

durante il dosaggio. La miscela è stata quindi riscaldata a 100 °C per 15 minuti, sono stati 

aggiunti 2 mL di TCA al 70% (w/v) e i campioni sono stati centrifugati per 20 minuti a 
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3500 rpm. La concentrazione di TBARS è stata stimata spettrofotometricamente con 

Multiskan™ SkyHigh (Thermo Fisher Scientific Inc., Milano, Italia) a 523 nm ed 

espressa in nmol/g di tessuto. 

 

 

2.4.2 Dosaggio della superossido dismutasi 

 

L'attività della superossido dismutasi (SOD), un altro indicatore di stress ossidativo, è 

stata analizzata nell'HIP e nel PFC (n=6/gruppo) misurando l'inibizione dell'auto- 

ossidazione del pirogallolo mediante il dosaggio spettrofotometrico (Rocca et al., 2022). 

Dopo l'omogeneizzazione in un tampone contenente 50 mM di Tris HCl (pH 8,2) e 1 mM 

di etilendiamminotetraacetato, i tessuti sono stati sottoposti a centrifugazione (20 min a 

20.000 g). I sovranatanti così ottenuti sono stati utilizzati per valutare l'attività della SOD 

con l'avvio della reazione mediante l'aggiunta di 0,2 mM di pirogallolo e il monitoraggio 

della sua auto-ossidazione a 420 nm, per 3 minuti, mediante uno spettrofotometro 

Multiskan™ SkyHigh (Thermo Fisher Scientific Inc., Milano, Italia). L'attività della SOD 

nei tessuti dell'HIP e del PFC è stata normalizzata in base ai livelli totali di proteine del 

campione, quantificate utilizzando l'albumina sierica bovina come standard, ed è stata 

espressa in unità per mg di proteina, considerando che 1 U di SOD corrisponde alla 

quantità di enzima capace di inibire la velocità di auto-ossidazione del pirogallolo del 

50%. 

 

 

 

2.5 Analisi del Microbiota 

 

I campioni fecali (n=6/gruppo) sono stati raccolti in contenitori di plastica sterili e 

successivamente congelati a -80 °C fino all'analisi. Per l'estrazione del DNA, i campioni 

sono stati omogeneizzati e processati seguendo il protocollo del kit QIAamp DNA Stool 

Mini (QIAGEN, Barcellona, Spagna) con una modifica data dall’aggiunta del tampone di 

lisi e un’incubazione a 95 °C anziché a 70 °C, per garantire la lisi sia di batteri Gram- 

positivi che Gram-negativi. La quantificazione del DNA è stata effettuata con uno 

spettrofotometro NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, DE, USA), misurando 

i rapporti di assorbanza per il contenuto di sale, fenolo e contaminazione proteica a 

A260/280 nm e A260/230 nm. 
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Il DNA estratto è stato amplificato mediante PCR, utilizzando le seguenti coppie di primer 

16S miranti le regioni ipervariabili V3 e V4 del gene 16S rRNA batterico (Herlemann et 

al., 2013): 

16S Amplicon PCR Forward Primer: 

50TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWG 

CAG 

16S Amplicon PCR Reverse Primer: 

50GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTA 

TCTAATCC 

Tutte le PCR sono state eseguite in volumi di reazione da 25 µL contenenti 12,5 µL di 2X 

KAPA HiFi Hotstart ready mix (KAPA Biosystems, Woburn, MA, USA), 5 µL di ciascun 

primer forward e reverse (1 µM) più 2,5 µL di DNA estratto (10 ng), seguendo condizioni 

cicliche specificate. Il clean-up della PCR è stato eseguito con perline AMPure XP 

(Beckman Coulter, Indianapolis, IN, USA) per purificare l'amplicone 16S V3 e V4 da 

primers liberi e dimeri di primers. 

Successivamente, è stata effettuata la determinazione dell'indice PCR aggiungendo indici 

doppi e adattatori di sequenziamento Illumina con il kit Nextera XT Index (Illumina, San 

Diego, CA, USA). Il pool dei prodotti della PCR è stato nuovamente purificato con 

perline AMPure XP (Beckman Coulter, Indianapolis, IN, USA) prima della 

quantificazione. Gli ampliconi risultanti sono stati sequenziati su MiSeq (Illumina, USA), 

utilizzando il sistema di sequenziamento Illumina MiSeq (2x300nt). 

Per la valutazione della qualità delle letture grezze, è stato utilizzato Galaxy (Schloss et 

al., 2009), insieme allo strumento Mothur. Le letture sono state assemblate e filtrate in 

base alla lunghezza, mantenendo solo quelle comprese tra 250 bp e 550 bp. Il processo di 

elaborazione dei dati tramite MG-input RAST ha coinvolto diverse fasi, tra cui 

demultiplexing, filtraggio della qualità, filtraggio della lunghezza, dereplicazione e 

rimozione delle sequenze di organismi modello. I dettagli dei dati e le impostazioni di 

pre-elaborazione hanno incluso un ritaglio dinamico delle sequenze FASTQ, basato sul 

punteggio di qualità Phred. 

Le relative abbondanze ai livelli tassonomici di Phylum, Famiglia e Genere sono state 

fornite per i dati microbiologici grezzi. La diversità della comunità microbica, sia α che 



Materiali & Metodi 

83 

 

 

β, è stata esaminata per tutti i gruppi sperimentali, calcolando l'abbondanza relativa 

osservata di ciascun taxon mediante il conteggio delle letture. 

 

 

2.6 Analisi Statistica 

 

Tutti i dati sono espressi come media ± errore standard della media (s.e.m.) e sono stati 

analizzati utilizzando il software GraphPad Prism 8. Per il TCT, il test t di Student è stato 

utilizzato per confrontare sia il tempo di permanenza che di esplorazione per lo stranger 

e il novel object, per ciascun gruppo sperimentale. Per i restanti parametri 

comportamentali e molecolari è stata condotta un’Analisi della Varianza (ANOVA) a due 

vie utilizzando la correzione di Bonferroni per confrontare due variabili quando p<0.05. 

Nell'analisi del microbiota, le letture dell'intero processo degli ampliconi (file fastaq) 

sono state importate tramite Quantitative Insights into Microbial Ecology 2 (QIIME 2.0) 

versione 2021.4.0. Le letture grezze sono state pre-processate con l'approccio Cutadapt, 

come precedentemente descritto (Kechin et al., 2017). Le paired-end reads sono state 

demultiplexate e sono state create tabelle caratteristiche, utilizzando l'algoritmo di 

Denoising Amplicon Divisivo che include filtraggio e rifilatura della qualità delle letture, 

stima del tasso di errore, dereplicazione, fusione delle letture più rilevanti e rilevamento 

delle chimere. L'assegnazione tassonomica è stata ottenuta utilizzando sequenze 

estrapolate (OTU al 99%) dal database Silva versione 138 tramite il plugin QIIME 2 q2- 

feature-classifier. Per visualizzare la composizione del microbiota, sono state create 

rappresentazioni grafiche a barre impilate con ggplot2. L'α-diversità del microbiota è stata 

stimata utilizzando la diversità di Shannon del pacchetto phyloseq. La β-diversità è stata 

generata in R con il pacchetto vegan (2.6.0), utilizzando la distanza di Bray-Curtis. Le 

significatività statistiche tra i gruppi sono state determinate applicando l'Analisi delle 

Varianze Multivariate Permutazionale (PERMANOVA), tramite la funzione Adonis del 

pacchetto vegan di R. Anche in questa fase, i valori di p sono stati corretti per il confronto 

multiplo, applicando le indicazioni appropriate utilizzate per confrontare due variabili 

quando p<0.05. Per tutte le comparazioni statistiche, il livello di significatività è stato 

fissato a *p<0.05, **p<0.01 e ***p<0.001. 
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3. PARTE I-B 

 

3.1 Procedura sperimentale 

 

Topi BTBR, acquistati dai laboratori Charles Rivers, Francia, sono stati stabulati presso 

il Dipartimento di Risorse Biologiche dell’Università di Rouen, ad una temperatura di 

circa 22±2 °C, umidità del 60% e con cicli di 12h luce/buio (luce alle 8:30) controllati da 

un sistema automatizzato. Dopo una settimana di acclimatazione gli animali sono stati 

posti in coppie (maschio-femmina) al fine di permetterne l’accoppiamento e dare vita alla 

prole, consentendo la formazione e il mantenimento di una colonia. Topi BTBR di 7-8 

settimane all’interno della colonia sono stati poi selezionati nel contesto del presente 

studio e assegnati ad uno dei gruppi sperimentali (n=8/9 per gruppo). In dettaglio, la 

procedura sperimentale ha previsto per motivi logistici due fasi consecutive (A e B) 

distanziate da un intervallo di 2 settimane l’una dall’altra, durante le quali i topi, in 

relazione al gruppo di appartenenza, hanno ricevuto 5 giorni a settimana per 5 settimane, 

tramite gavage intragastrico, uno dei ceppi di Lactobacillus (Strain # L1. L. salivarius - 

LS7892; Strain # L2. L. gasseri - LG6410; Strain # L3. L. plantarum - LP14D; Strain # 

L4. L. reuteri -LR92; Strain # L5. L. camelliae - LC LMG 24277), o la sola soluzione 

fisiologica allo 0,9%. Dopo 3 settimane di somministrazione è stato condotto lo studio 

del comportamento sociale dei topi mediante il TCT, mentre l'ansia e la locomozione sono 

state valutate tramite l’Open Field (OF) e l’Elevated Plus Maze (EPM). Il giorno 

successivo all'ultima valutazione comportamentale, i topi sono stati sacrificati mediante 

decapitazione e i campioni di sangue raccolti sono stati poi utilizzati per il dosaggio 

periferico delle immunoglobuline (Ig) reattive per l’ossitocina e dell’ossitocina stessa. 

 

 

 

3.2 Trattamento 

 

I ceppi L. salivarius - LS7892 (L1), L. gasseri - LG6410 (L2), L. plantarum - LP14D (L3), 

e L. reuteri -LR92 (L4) sono stati forniti TargEDys SA, mentre L. camelliae - LC LMG 

24277 (L5) è stato coltivato prima dell’uso (vedi paragrafo successivo “Coltura 

batterica”). I probiotici sono stati diluiti con soluzione fisiologica allo 0,9 % per 

raggiungere una concentrazione di 1 × 10^10 CFU/mL e somministrati ai topi in un 

volume pari a 400 ul. Ai topi di controllo sono stati somministrati 400 ul di soluzione 

fisiologica allo 0.9%. 
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Fig. 2.7 Disegno sperimentale. Topi BTBR di 7-8 settimane sono stati assegnati ad uno dei 

gruppi sperimentali (n=8/9 per gruppo). Lo studio ha coinvolto due fasi (A e B), ciascuna della 

durata di 5 settimane, durante le quali i topi hanno ricevuto i 5 ceppi di Lactobacillus o una 

soluzione salina tramite gavage intragastrico. Nelle restanti 2 settimane di trattamento, i topi sono 

stati sottoposti a test comportamentali per valutare la socialità e l’ansia. Il giorno successivo 

all'ultima valutazione comportamentale, i topi sono stati sacrificati e i campioni di sangue raccolti 

sono stati poi processati per il dosaggio dell’ossitocina e delle Ig ossitocina-reattive (Immagine 

creata con Biorender.com). 

 

 

 

 

3.2.1 Coltura batterica 

 

Il ceppo L5 è stato coltivato per una notte in 50 mL di terreno di coltura 

De Man, Rogosa e Sharpe (MRS, Difco) a 37°C, mantenendo il liquido in costante 

movimento a 140 giri al minuto (rpm). Successivamente, la coltura risultante è stata 

diluita a un'assorbanza ottica di 600 nm pari a 0,01 OD (circa 2.10^6 CFU/mL) in 200 

mL di MRS e incubata per 24 ore. La coltura è stata poi sottoposta a una prima 

centrifugazione a 5000 rpm a 4 °C per 30 minuti. I pellet ottenuti sono stati mescolati in 

10 mL di soluzione tampone salino (PBS), uniti e centrifugati a 5000 rpm a 4 °C per 30 

minuti. Successivamente, sono seguite nuove risospensioni in PBS e centrifugazioni a 

5000 rpm a 4 °C per 30 minuti. Infine, il pellet è stato raccolto e conservato a una 

temperatura di –80 °C fino al processo di liofilizzazione (Fig. 2.8). 
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3.3 Analisi comportamentale 

 

Alla fine delle 3 settimane di trattamento, tempo necessario per indurre la risposta 

anticorpale IgG, i topi di ciascun gruppo sono stati sottoposti a diversi test 

comportamentali che si sono protratti per due settimane, fino alla conclusione della 

somministrazione dei probiotici. I test sono stati condotti tra le 9 del mattino e le 5 del 

pomeriggio in una sala appositamente attrezzata per le analisi comportamentali. I test 

sono stati eseguiti secondo questa sequenza: TCT, OF ed EPM. Durante tutte le sessioni 

di osservazione, le performance comportamentali sono state registrate mediante l'utilizzo 

di una telecamera collegata ad un computer e sono state analizzate attraverso il software 

Anymaze (Stoelting Co., Wood Dale, USA). 

 

 

 

 
Fig.2.8 Coltivazione del ceppo L5 in terreno MRS seguita da diluizioni, centrifugazioni 

e conservazione a -80 °C prima della liofilizzazione (Immagine creata con Biorender.com). 

 

 

 

3.3.1 Three Chamber test 

 

Il TCT è stato utilizzato per valutare l’effetto della somministrazione dei probiotici sul 

comportamento sociale nei BTBR. Come precedentemente illustrato (per maggiori 

dettagli consultare il paragrafo 2.2.2), il test è stato suddiviso in tre sessioni consecutive: 

Fase I: habituation nella camera centrale per 5 minuti. Fase II: habituation all'intero 

apparato per 10 minuti. Fase III: al topo è stato concesso di esplorare l'intero apparato 

per 10 minuti, che comprendeva uno stimolo sociale (stranger) in una camera laterale e 

uno non sociale (novel object) nell'altra camera laterale. La propensione dell’animale a 

socializzare è stata quantificata attraverso l’analisi del tempo trascorso dall’animale tester 

in ciascuna camera (chamber time) e quello dedicato all'esplorazione dello stranger o del 

novel object. 
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3.3.2 Open Field Test 

 

Uno dei test più popolari per la sua facilità di esecuzione e per la possibilità di analizzare 

diversi aspetti comportamentali nei roditori è l’OF. 

L’OF si basa sulla propensione naturale dei roditori a permanere in aree più coperte e 

sulla loro inclinazione a esplorare nuovi ambienti. Nel contesto del test, e in maniera 

simile al LDT, il conflitto tra la tendenza a esplorare e la tendenza a evitare ambienti non 

familiari e aperti consente una valutazione del comportamento legato all'ansia (Kraeuter 

et al., 2019). L’apparato utilizzato in questo esperimento consisteva in un contenitore 

cilindrico con diametro di 40 cm (Fig.2.9). Ciascun topo è stato posizionato al centro 

dell’arena circolare e gli è stato permesso di esplorare liberamente l’intero apparato per 

20 minuti. La determinazione del tempo trascorso nella zona centrale, rispetto a quello 

trascorso nella zona periferica, è stata utilizzata per valutare l’effetto dei probiotici sui 

livelli di ansia, mentre la quantificazione della distanza percorsa e del tempo di 

immobility ha fornito informazioni su eventuali modifiche, indotte dai trattamenti, sulla 

locomozione. In aggiunta, l’analisi del tempo trascorso dai roditori nell’attività di Self- 

Grooming è stata misurata manualmente utilizzando i video registrati e mantenendo 

l'anonimato rispetto ai diversi gruppi sperimentali. 

 

 

 

Fig. 2.9 Open Field Test. L’area di test è costituita da un’arena circolare di PVC 

(polivinilcloruro) di 40 cm di diametro, con pareti laterali alte 30 cm, che presenta 

al suo interno suddivisioni tracciate con delle linee bianche sul pavimento, non 

distinguibili dai topi. In questo modo, sono state ricavate una zona interna (inner 

zone) e una periferica (outer zone; Immagine creata con Biorender.com). 
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3.3.3 Elevated Plus Maze test 

 

Per ottenere una visione più approfondita e completa dell’effetto dei probiotici sul 

comportamento legato all'ansia è stato condotto un ulteriore test, ovvero, EPM. 

L’apparato dell’EPM consiste in quattro bracci elevati che si irradiano da una piattaforma 

centrale, formando una figura a croce. Due dei bracci opposti sono chiusi lateralmente da 

pareti, mentre i restanti sono completamente aperti (Fig.2.10). Durante l’esecuzione del 

test, il topo è stato posizionato nell'area centrale e gli è stato permesso di esplorare l’intero 

apparato per un periodo di tempo pari a 5 minuti. La valutazione dei comportamenti simil- 

ansiosi è stata effettuata considerando sia la quantità di tempo trascorsa che il numero di 

ingressi nei bracci chiusi, rispetto a quelli aperti. I roditori, infatti, mostrano una naturale 

tendenza ad evitare luoghi aperti ed elevati, ma al contempo sono dotati di un’innata 

curiosità nell’esplorare aree nuove. Per cui, gli animali più ansiosi tenderanno a evitare 

le zone aperte e preferiranno rimanere in quelle chiuse e sicure (Fig. 2.10; Kraeuter et al., 

2019). 

 

 

 

3.4 Analisi molecolari 

 

Il sangue prelevato mediante decapitazione dai topi di ciascun gruppo sperimentale 

(n=9/8 per gruppo) è stato sottoposto a centrifugazione a 12500 giri/min per 15 minuti a 

4°C. Successivamente, il plasma è stato separato e raccolto in tubi eparinizzati che sono 

stati conservati a -20°C in attesa di essere utilizzato per l'analisi immunologica volta a 

rilevare i livelli di ossitocina e la presenza di Ig reattive a questo peptide. 

 

 

 

3.4.1 Analisi delle immunoglobuline reattive per l’ossitocina 

 

Il sistema immunitario produce una quantità enorme di Ig, le quali svolgono varie 

funzioni di difesa. Alcune di queste sono fondamentali nella protezione contro patogeni, 

nell’autoimmunità e nel cancro, mentre altre regolano la trasmissione chimica. I 

neuropeptidi, quali l’ossitocina, possono, infatti, essere soggetti a reazioni autoanticorpali 

che alterano la loro segnalazione, influenzando così la neurofisiologia (Fetissov, 2011). 
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Fig.2.10 Elevated Plus Maze Test. Il test si basa su due tendenze innate e contrastanti: 

la naturale curiosità ad esplorare un ambiente nuovo e la tendenza ad evitare spazi 

aperti ed elevati, situazioni che costituiscono un rischio per il predatore. L'apparato è 

costituito da quattro bracci di dimensioni uguali (16 cm), di cui due sono aperti e due 

sono chiusi da pareti (altezza 15 cm), sospesi dal suolo a un'altezza di 60 cm. Il tempo 

trascorso ad esplorare i bracci chiusi rispetto a quelli aperti indica il livello di ansia 

del roditore. Quando collocati in questo apparato, i topi meno ansiosi tenderanno a 

esplorare i bracci aperti per un periodo di tempo maggiore (verde) rispetto a quelli con 

livelli di ansia più elevati (rosso; Immagine creata con Biorender.com). 

 

 

Il dosaggio plasmatico delle IgG e delle IgM reattive per l’ossitocina è avvenuto 

utilizzando la tecnica ELISA, come descritto in un lavoro precedente (Fig.11; Fetissov, 

2011). In sintesi, piastre Maxisorp da 96 pozzetti (Nunc, Rochester, NY, USA) sono state 

rivestite con ossitocina (Bachem AG, Bubendorf, Svizzera), aggiungendo in ogni 

pozzetto 100 ul di una soluzione composta dal peptide di interesse, 0.5 M NaCO3, 0.5 M 

NaHCO3 e 0.02% di azoto sodico con pH di 9.6, e a seguito di un’incubazione di 48 ore 

a 4 °C. Le piastre sono state poi sottoposte a lavaggi e incubate per 3 ore a 37 °C con 100 

μL di plasma diluito 1:400 in PBS a pH 7.4 per il dosaggio delle IgG libere o in PBS con 

3M di NaCl + 1.5M di glicina a pH 8.9 per il dosaggio delle IgG totali. Dopo ulteriori 

lavaggi, sono stati aggiunti 100 μL di anticorpi anti IgG o IgM, coniugati con fosfatasi 

alcalina, e diluiti in PBS (1:2000, Jackson ImmunoResearch Laboratories). Infine, sono 
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stati aggiunti 100 μL di soluzione di fosfato di p-nitrofenile (Sigma) come substrato. Dopo 

40 minuti di incubazione a temperatura ambiente, la reazione è stata fermata aggiungendo 

NaOH 3N. L'assorbanza è stata misurata a 405 nm utilizzando un lettore di microplacche 

(Metertech Inc.). I valori di assorbanza ottenuti dalle piastre di controllo (senza campioni 

di plasma) sono stati sottratti dai valori di assorbanza dei campioni. Ciascuna misurazione 

è stata eseguita in duplicato, con una variazione tra i valori duplicati inferiore al 5%. 

 

 

 

Fig.2.11 Il dosaggio plasmatico IgG e IgM reattive per l'ossitocina. Piastre da 96 pozzetti sono 

state rivestite con ossitocina e incubate con i campioni di plasma. Le IgG libere sono state 

misurate in PBS, mentre le IgG totali in una soluzione con NaCl e glicina. Dopo i lavaggi, sono 

stati aggiunti anticorpi contro le Ig coniugate con fosfatasi alcalina e infine un substrato di p- 

nitrofenile. L'assorbanza è stata misurata a 405 nm (Immagine creata con BioRender.com). 

 

 

 

 

3.4.2 Dosaggio ossitocina plasmatica 

 

La determinazione quantitativa delle concentrazioni di ossitocina nel plasma è avvenuta 

mediante l’impiego della tecnica ELISA utilizzando un kit commerciale (Enzo Life 

Sciences, Farmingdale, NY, USA). In breve, l’ossitocina è stata purificata dai campioni 

di plasma utilizzando le colonnine C-18, diluita nel "tampone di analisi" fornito nel kit e 

aggiunta in duplicato nei pozzetti rivestiti da anticorpi diretti contro il neuropeptide di 

riferimento. Successivamente, sono stati addizionati complessi anticorpo-streptavidina- 

HRP specifici e l'assorbanza è stata misurata utilizzando un lettore di micropiastre 

(Multiskan™SkyHigh, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA). Le 

concentrazioni di ossitocina (pg/mL) sono state ottenute per interpolazione sulla curva 

standard, allestita con quantità note crescenti di standard di riferimento. 
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3.5 Analisi statistica 

 

Tutti i dati sono espressi come media ± s.e.m e sono stati analizzati utilizzando il software 

GraphPad Prism 8. Per il TCT, il confronto sia del tempo di permanenza che di 

esplorazione per lo stranger e il novel object, in ciascun gruppo sperimentale, è stato 

effettuato mediante il test t di Student. Per gli altri parametri comportamentali e 

molecolari è stato adottato un approccio statistico misto: l'ANOVA e l'analisi post hoc di 

Bonferroni sono stati utilizzati per i dati che seguivano una distribuzione normale, mentre 

il test di Kruskal-Wallis e l'analisi post hoc di Dunnett sono stati impiegati per i dati non 

distribuiti normalmente. I valori di p sono stati corretti per il confronto multiplo quando 

p<0.05. Per tutte le comparazioni statistiche, il livello di significatività è stato fissato a 

*p<0.05, **p<0.01 e ***p<0.001. 
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4. PARTE II 

 

4.1 Procedura sperimentale 

 

Colture di neuroni PFC e HIP sono state ottenute da topi BTBR e C57 (Jackson 

Laboratory, Bar Harbor, ME, USA) allo stadio di sviluppo post-natale di 1-3 giorni 

(PND1-3). A partire dal 7° giorno di crescita neuronale in vitro (DIV7= stadio critico per 

lo sviluppo di dendriti e assoni; Giusi et al., 2009) per alcune colture di BTBR è stata 

simulata una condizione di chetosi (#BTBR-KD) mentre per le altre sono state rispettate 

le condizioni di partenza (#C57; #BTBR). A intervalli di DIV21 e DIV28 le colture di 

ciascun gruppo sperimentale sono state soggette ad analisi morfologiche al confocale. 

Contestualmente, le analisi dei livelli proteici del Brain-Derived Neurotrophic Factor 

(BDNF) al DIV 7 (fase precoce di differenziamento) e al DIV21 e 28 (fasi avanzate di 

differenziamento) hanno consentito di esaminare l’avvio del processo di maturazione e il 

mantenimento della funzionalità e vitalità neuronale (Fig. 2.12). 

 

 

 

 

Fig. 2.12 Disegno sperimentale. Colture neuronali di PFC e HIP sono state ottenute a partire da 

topi BTBR e da topi C57 al PND 1-3. A partire dal DIV7 alcune colture di PFC e HIP, ottenute 

dai BTBR, sono state sottoposte a condizioni di chetosi, mentre per le rimanenti sono state 

mantenute le condizioni standard. Analisi morfologiche e di marcatori neuronali sono state 

condotte a intervalli di DIV7, DIV21 e DIV28, offrendo una visione mirata sui diversi tipi 

neuronali e sugli effetti della chetosi (Immagine creata con Biorender.com). 
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4.2 Allestimento delle colture neuronali 

 

Nel corso della sperimentazione, i tessuti corrispondenti alla PFC e all'HIP sono stati 

isolati e successivamente sottoposti a specifiche procedure, al fine di garantirne l'integrità 

e la vitalità durante la fase di dissociazione. Le seguenti fasi sperimentali sono state 

eseguite separatamente per le due aree encefaliche (Fig.2.13): 

1. Fase post-isolamento: Dopo l'isolamento, il tessuto è stato immerso in una 

soluzione di conservazione (Soluzione 1: Neurobasal Medium A e BSA 0,02%) 

mantenuta in ghiaccio. 

2. Fase di digestione: Successivamente, per la fase di digestione, la Soluzione 1 è 

stata rimossa dalla Falcon da 15 ml, sostituendola con la Soluzione 2 (Neurobasal 

Medium A + Papaina 0,1% + BSA 0,02%) per 20 minuti a 37°C. 

3. Fase di pre-dissociazione: Al termine della digestione, con i tessuti sedimentati, 

il sopranatante è stato delicatamente rimosso e sostituito con la Soluzione 3 

(mezzo di coltura: Neurobasal medium A + Supplemento B27 + Antibiotici + 

glutammina 0,5 mM + β-FGF 5 ng/mL). 

4. Fase di dissociazione: Le cellule sono state dissociate, utilizzando una pipetta di 

plastica monouso, i sopranatanti sono stati rimossi ed è stata miscelata la 

Soluzione 4 (Neurobasal medium + inibitore della tripsina 1% + BSA 1% + 

Antibiotici). 

5. Fase di centrifugazione: Dopo la sedimentazione degli aggregati, è stata eseguita 

una centrifugazione a 1300 rpm per 10 minuti a temperatura ambiente. 

6. Fase di analisi della vitalità cellulare: Le cellule pellettate sono state risospese 

in mezzo di coltura (Soluzione 3). Successivamente, è stata effettuata la conta 

cellulare secondo il metodo del Trypan Blue, calcolando il numero di cellule 

vive/ml come media delle cellule vive moltiplicata per 100.000. 

7. Fase di piastramento: Una volta determinato il numero, le cellule sono state 

piastrate con una densità di 200.000 cell/cm2 in mezzo di coltura (Soluzione 3). 

Ciascun pozzetto, precedentemente condizionato con il mezzo di coltura, è stato 

progettato per la crescita di cellule neuronali. Al fine di ridurre la proliferazione 

gliale, è stata aggiunta AraC al 2° giorno di coltura e rimossa al 4° giorno. 

8. Fase di mantenimento: Le cellule in coltura sono state fatte crescere su piastre 

multiwell, modificate con supporti a membrana al fluorocarbonio (FC; per 

maggiori dettagli si rimanda al paragrafo 4.2.1 Supporti a membrana) all’interno 



Materiali & Metodi 

94 

 

 

di un incubatore in cui l’atmosfera è mantenuta a concentrazioni fisse di anidride 

carbonica (CO2; 5%), ad un’umidità del 90% e ad una temperatura di 37°C. La 

concentrazione del fattore di crescita β-FGF è stata mantenuta a 5 ng/ml fino al 

4° giorno, successivamente incrementata a 10 ng/mL dopo il 4° giorno. 

 

 

 

 

 
Fig.2.13 Allestimento delle colture neuronali. LA PFC e l’HIP, una volta isolati, sono stati 

processati secondo una serie di fasi che includono l'immersione in una soluzione di 

conservazione, la digestione con una soluzione enzimatica, la dissociazione cellulare, la 

centrifugazione, l'analisi della vitalità, il piastramento delle cellule su specifiche membrane e il 

mantenimento delle colture. 

 

 

 

4.2.1 Supporti a membrana 

 

Le cellule neuronali sono state fatte crescere su supporti a membrana al FC che, per la 

loro permeabilità all‘O2, alla CO2 e al vapore acqueo, consentono una diretta 

ossigenazione delle cellule permettendo una forte adesione alla superficie della 

membrana e contribuendo così ad una corretta maturazione neuronale (De Bartolo et al., 

2007). In particolare, i sistemi di coltura sono stati trattati con poli-L-lisina, disciolta in 

una soluzione di acido borico:tetraborato di sodio (1:1) ad una concentrazione finale di 

0.1 mg/ml che, nel caso della membrana FC, garantisce una densità di distribuzione dei 

gruppi funzionali pari a 40 μg/cm2. Tutti i passaggi sono realizzati in un incubatore con 

CO2 5% e a 37°C. 

 

 

4.3 Simulazione della chetosi in vitro 

 

Le culture primarie di neuroni PFC e HIP sono state coltivate in terreno di coltura Gibco™ 

Neurobasal™-A Medium (Gibco™ A2477501) modificato con 4 mM di glucosio 
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(Standard conditions) o con 0.4 mM di glucosio e 4 mM di 3HB (Keto conditions), come 

precedentemente riportato da altri (Düking et al., 2022). 

 

 

4.4 Analisi Immunocolorimetrica per la microscopia confocale a scansione laser 

 

Il comportamento delle cellule di tutti i gruppi sperimentali è stato studiato attraverso la 

Microscopia Confocale a Scansione Laser (LSCM, Fluoview FV300, Olympus), a seguito 

dell’immunocolorazione di marcatori strutturali delle cellule neuronali. In breve, i 

neuroni sono stati fissati in paraformaldeide al 4% (p/v) per 30 minuti, seguiti da 

permeabilizzazione e blocco con una soluzione contenente Triton X-100 allo 0,3% (v/v) 

e FBS al 10% (v/v) in PBS per 1 ora a 37°C. Successivamente, i campioni sono stati 

incubati durante la notte a 4°C con gli anticorpi primari anti-Growth-Associated Protein 

43 (GAP43; anti goat, 1:200; Santa Cruz Biotechnology), anti-Sinaptofisina (Syn; anti- 

mouse 1:400; Chemicon, Millipore, Italy) e anti-Tuj1 (anti rabbit 1:500; Covance). Gli 

anticorpi secondari sono stati poi aggiunti per 1 ora a temperatura ambiente. Infine, le 

cellule sono state incubate con 200 ng/mL di 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI; 

Molecular Probes) per la localizzazione nucleare, lavate in PBS e osservate al 

microscopio confocale. 

 

 

4.5 Attività metabolica delle cellule 

 

L'attività metabolica delle cellule neuronali è stata valutata misurando i livelli del BDNF 

al DIV-7, 21 e 28 mediante l’impiego della tecnica ELISA, utilizzando un "Mouse BDNF 

ELISA Kit" (Cat. #MBS355435; MyBioSource, San Diego, USA). In breve, i campioni 

processati secondo le istruzioni, fornite dai kit ELISA di riferimento, sono stati aggiunti 

in duplicato nei pozzetti contenenti gli anticorpi per il fattore di interesse. 

Successivamente, sono stati addizionati complessi anticorpo-streptavidina-HRP specifici 

e l'assorbanza è stata misurata utilizzando un lettore di micropiastre 

(Multiskan™SkyHigh, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA). Le 

concentrazioni del BDNF (pg/mL) sono state ottenute per interpolazione sulla curva 

standard allestita con quantità note crescenti di standard di riferimento. 



Materiali & Metodi 

96 

 

 

4.6 Analisi statistica 

 

La significatività statistica dei risultati sperimentali è stata valutata utilizzando il t-test di 

Student. I risultati sono stati espressi come media ± s.e.m da almeno tre esperimenti 

indipendenti, ciascuno dei quali includeva cinque campioni per ogni trattamento. Un 

valore di p<0.05 è stato considerato statisticamente significativo. 
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RISULTATI RELATIVI ALLA PARTE I-A 

 

1.1 Effetto della KD sulle performance comportamentali 

 

In primo luogo, nel mio Dottorato di Ricerca, è stato dimostrato che l'integrazione della 

KD è stata efficace nel contrastare la maggior parte dei comportamenti anomali esibiti dai 

topi BTBR. 

Nel TCT i topi BTBR alimentati con CD hanno manifestato deficit sociali, come 

evidenziato dalla riduzione del tempo trascorso nella camera (chamber time) con lo 

stimolo sociale (stranger) (Fig. 1.1a; p < 0.05) rispetto a quello trascorso con la sola 

gabbietta vuota (novel object) e dalla simile quantità di tempo spesa ad interagire 

(exploration time) con lo stranger e con il novel object (Fig. 1.1b). Il trattamento con KD 

nei topi BTBR è stato in grado di invertire completamente i deficit sociali, aumentando 

significativamente sia il tempo trascorso nella camera con lo stranger rispetto a quella con 

il novel object (Fig. 1.1a; p < 0.001) e sia il tempo di esplorazione dello stimolo sociale 

rispetto a quello dello stimolo non sociale (Fig. 1.1b; p < 0.001). D’altra parte, i C57 

alimentati con CD o KD non hanno manifestato deficit sociali, come indicato dalla netta 

preferenza per lo stimolo sociale, sia in termini di tempo trascorso nella camera (CD: 

Figura 1.1a; p<0.05; KD: Figura 1.1a; p < 0.001) che di tempo di esplorazione (CD: 

Figura 1.1b; p <0.001; KD: Figura 1.1b; p < 0.001). 

Successivamente, è stata effettuata un’analisi del social index o SI per quantificare e 

analizzare le differenze esistenti tra i vari gruppi sperimentali. In accordo a quanto appena 

riportato, tale analisi ha evidenziato un significativo effetto di interazione tra il ceppo e la 

dieta sul comportamento sociale (F(1, 28) = 12.218, p = 0.002). Nello specifico, il SI dei 

topi BTBR CD è risultato notevolmente inferiore rispetto ai C57 CD (Fig. 1.2a; p < 

0.001). Tuttavia, l'introduzione della KD nei topi BTBR ha invertito il deficit sociale, 

aumentando significativamente il SI, rispetto ai topi BTBR CD, (Figura 1.2a, p < 0.001) 

e normalizzandolo quasi ai livelli osservati nei topi C57. 

Per quanto riguarda la durata complessiva dell’attività di self-grooming, utilizzata per 

valutare il comportamento ripetitivo, è stata riportata un'interazione significativa tra 

ceppo e dieta (F(1, 28) = 16.709; p < 0.001). In particolare, il tempo dedicato all’ attività di 

grooming è risultato notevolmente ridotto nei topi BTBR alimentati con la KD, rispetto 

al gruppo BTBR CD (Fig. 1.2b; p < 0.001). Questa differenza è particolarmente evidente 

se consideriamo che il self-grooming nei topi BTBR alimentati con dieta standard è 
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risultato notevolmente più elevato rispetto a quello nei topi C57 CD (Figura 3.2b; p < 

0.001). 

 

 

Fig.1.1 Effetti della KD sul comportamento sociale. Il tempo trascorso in ciascuna stanza 

laterale (a) e il tempo di esplorazione dello stranger/novel object (b) sono stati valutati nel Three 

Chamber test (TCT) sia per i topi BTBR che per quelli C57, alimentati con dieta controllata (CD) 

o chetogenica (KD) (n=8/gruppo). I parametri sono stati calcolati come tempo medio (± s.e.m.) 

rispetto alla durata totale del test (600 s) come riportato nei Materiali e Metodi. Analisi statistica: 

t-test: *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. 

 

 

 

Per valutare gli effetti del trattamento dietetico sui comportamenti simili all'ansia, i topi 

sono stati sottoposti al LDT, nel quale non sono state registrate variazioni significative 

nel tempo di permanenza nel lato illuminato (Fig. 1.3a; ceppo x dieta: F(1, 28) = 0.06768, 

p = 0.797| ceppo: F(1, 28) = 0.02956, p=0.86; dieta: F(1, 28) = 0.06924, p=0.79). Similmente, 

anche nel numero totale di transizioni non sono stati osservati effetti di crossing-over 

(Fig.1.3b; F(1, 28) = 0.5462, p=0.47) ma solo un effetto principale del ceppo (Fig. 1.3b; F(1, 

28) = 5.413, p=0.03), indicando che quest’ultimo fattore, e non la dieta (Fig. 1.3b; F(1, 28) 
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= 1.026, p=0.32), influenza il parametro in questione. Tuttavia, è emersa un'interazione 

significativa tra il ceppo e la dieta nella variabile della Latency to dark (Figura 1.3c; F(1, 

28) = 5.662, p = 0.02). Più in dettaglio, i topi BTBR KD hanno mostrato un tempo di 

Latency to dark significativamente più lungo rispetto ai BTBR CD (Fig. 1.3c; p<0.01). 

Allo stesso modo, per il gruppo dei C57, il trattamento con KD ha significativamente 

incrementato il tempo impiegato ad entrare per la prima volta nell'area buia, rispetto al 

gruppo dei C57 alimentati con CD (Fig. 1.3c; p < 0,001). 

 

 

 

 

Fig 1.2 Effetti della KD sul comportamento sociale e sui comportamenti ripetitivi. a) Il social 

index o SI ricavato dal rapporto tra la differenza del tempo trascorso ad esplorare lo stranger e il 

tempo trascorso ad esplorare il novel object rispetto alla loro somma è stato valutato nel Three 

Chamber test (TCT) sia per i topi BTBR che per quelli C57, alimentati con dieta controllata (CD) 

o chetogenica (KD) (n=8/gruppo). b) Il tempo (s ± s.e.m.) dedicato ai comportamenti ripetitivi è 

stato valutato durante il Self-grooming test per i suddetti topi. Analisi statistica: ANOVA a due 

vie con test post-hoc di Bonferroni per confrontare due variabili quando P<0.05, come riportato 

nei Materiali e Metodi. ***p < 0.001. 

 

 

Infine, l’indagine nel NOR ha rivelato un effetto di crossing over statisticamente rilevante 

nelle capacità cognitive dei roditori (Fig. 1.3d.; F(1, 28) = 12.44, p = 0.001). Dalle analisi 

condotte, è stato osservato che i BTBR CD manifestano deficit cognitivi in quanto non 

hanno mostrato alcuna preferenza per l’oggetto nuovo, come si evince dalla forte 

diminuzione del DI (Fig. 1.3d; p<0.001) rispetto ai C57 CD che, al contrario, hanno 

esibito una maggiore tendenza esplorativa verso l’oggetto non familiare. Il trattamento 

con KD è stato in grado di invertire completamente questa tendenza, aumentando 
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significativamente il DI nei BTBR (Fig. 1.3d; p<0.001). La KD ha, inoltre, migliorato la 

memoria nei C57 (Fig. 1.3d; C57 KD vs C57 CD: p<0.05). 

 

 
Fig.1.3 Effetti della KD sui livelli di ansia e sulle abilità cognitive. Il tempo (s ± s.e.m.) 

trascorso nella zona illuminata (a) e di Latency to dark (c), insieme al numero di transizioni 

tra il lato illuminato e buio (b), sono stati valutati nel Light Dark Test (LDT) sia per i topi 

BTBR che per quelli C57, alimentati con dieta controllata (CD) o chetogenica (KD) 

(n=8/gruppo). L'abilità di riconoscimento è stata valutata con il Discrimination Index (DI) 

(% ± s.e.m.; d) nel Novel Object Recognition Test (NOR) per i suddetti topi. Analisi 

statistica: ANOVA a due vie con test post-hoc di Bonferroni per confrontare due variabili 

quando P<0.05, come riportato nei Materiali e Metodi. *p < 0.05, ***p < 0.001. 
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1.2 Effetto della KD sulle citochine pro-infiammatorie 

 

L’analisi dei livelli di espressione delle citochine pro-infiammatorie TNF-α, IL-1β e IL-6 

è stata condotta sia a livello cerebrale che nel plasma dei topi di ciascun gruppo 

sperimentale. 

Per il TNF-α sono state osservate variazioni significative nella PFC (interazione dieta × 

ceppo: F(1, 20) = 9.265, p = 0.006; Fig. 1.4a), nell'HIP (effetto dieta F(1, 20) = 6.079, p = 

0.02; effetto ceppo: F(1, 20) = 76,47, p < 0,001; Fig. 1.4b) e nel plasma (interazione dieta 

× ceppo: F(1, 20) = 9.155, p = 0.007; Fig. 3.4c). L'analisi post-hoc ha indicato che i topi 

BTBR presentavano livelli notevolmente più elevati (p < 0.001) di TNF-α nella PFC (Fig. 

1.5a), nell'HIP (Fig. 1.5b) e nel plasma (Fig. 1.5c), rispetto ai C57. Il trattamento con la 

KD ha prodotto una riduzione molto alta dei livelli di TNF-α nella PFC (p < 0.01; Fig. 

1.4a) e nel plasma (p < 0.001; Fig. 1.4c), con una riduzione moderata anche nell'HIP (p < 

0.05; Fig. 1.4b) rispetto ai BTBR alimentati con CD. 

Risultati rilevanti sono stati registrati anche per i livelli di IL-1β nella PFC (Fig. 1.5a; 

effetto ceppo: F(1, 20) = 134, p < 0.001; effetto dieta: F(1, 20) = 4.686, p = 0.04) e nel plasma 

(Fig. 1.5c; interazione dieta × ceppo: F(1, 20) = 17.269, p < 0.001). Al contrario, solo un 

effetto principale del ceppo è stato osservato sui livelli di questa citochina a livello 

ippocampale (F(1, 20) = 101.290, p < 0.001 Fig. 1.5b). L'analisi post-hoc ha indicato che i 

topi BTBR presentavano livelli notevolmente più elevati (p < 0.001) di IL-1β nella PFC 

(Fig. 1.5a), nell'HIP (Fig. 1.5b) e nel plasma (Fig. 1.5c), rispetto ai C57. Tuttavia, il 

trattamento con la KD ha indotto una riduzione moderata di IL-1β nella PFC (Fig. 1.5a; 

p < 0.05) e molto alta nel plasma (Fig. 1.5c p < 0.001) rispetto al gruppo di BTBR 

alimentato con dieta standard. 

Contestualmente, sono state evidenziate interazioni significative tra dieta e ceppo per i 

livelli di IL-6 nella PFC (Fig. 1.6a; F(1, 20) = 5.680; p = 0.03) e nell'HIP (Fig. 1.6b; F(1, 20) 

= 5.261; p = 0.03). Al contrario, non è stata riscontrato effetto di interazione nel plasma 

(Fig. 1.6c; F(1, 20) = 2.006, p = 0.172), ma effetti significativi del ceppo (F(1, 20) = 92.34, p 

< 0.001) e della dieta (F(1, 20) = 6.061, p = 0.023). I livelli di IL-6, estremamente elevati 

(p < 0.001) nei BTBR CD rispetto ai C57 CD, sono stati ridotti significativamente nei 

BTBR KD sia nella PFC (Fig. 1.6a p<0.05) che nell’HIP (Fig. 1.6b; p<0.05), così come 

a livello periferico (Fig. 1.6c; p<0.05). 
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Fig. 1.4 Effetto della KD sui livelli TNF-α. I dati sono espressi in pg/ml (± 

s.e.m.) nella PFC (a), nell'HIP (b) e nel plasma (c) sia di topi BTBR che di 

topi C57 alimentati con dieta standard (CD) o chetogenica (KD) (n = 

6/gruppo). Analisi statistica: ANOVA a due vie con test post-hoc di 

Bonferroni per confrontare due variabili quando P<0.05, come riportato nei 

Materiali e Metodi. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001. 
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Fig.1.5 Effetto della KD sui livelli di IL-1β. I dati sono espressi in pg/ml 

(± s.e.m.) nella PFC (a), nell'HIP (b) e nel plasma (c) sia di topi BTBR che 

di topi C57 alimentati con dieta standard (CD) o chetogenica (KD) (n = 

6/gruppo). Analisi statistica: ANOVA a due vie con test post-hoc di 

Bonferroni per confrontare due variabili quando P<0.05, come riportato nei 

Materiali e Metodi. *p < 0.05, ***p < 0.001. 
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Fig.1.6 Effetto della KD sui livelli di IL-6. I dati sono espressi in pg/ml (± 

s.e.m.) nella PFC (a), nell'HIP (b) e nel plasma (c) sia di topi BTBR che di 

topi C57 alimentati con dieta standard (CD) o chetogenica (KD) (n = 

6/gruppo). Analisi statistica: ANOVA a due vie con test post-hoc di 

Bonferroni per confrontare due variabili quando P<0.05, come riportato nei 

Materiali e Metodi. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001. 
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1.3 Effetti della KD sullo stress ossidativo 

 

Nel contesto delle condizioni di stress ossidativo, è emersa una significativa interazione 

tra dieta e ceppo nei livelli di TBARS sia nella PFC (Fig. 1.7a) che nell'HIP (Fig. 1.7b) 

(F(1, 20) = 5.996, p = 0.02; F(1, 20) = 5.299, p = 0.03). Sono stati registrati livelli di TBARS 

molto elevati nella PFC (Fig. 1.7a; p < 0.001) e nell'HIP (Fig. 1.7b; p < 0.001) dei topi 

BTBR CD rispetto ai C57 CD. Questi livelli sono stati significativamente ridotti nel 

gruppo alimentato con KD sia nella PFC (Fig. 1.7a; p < 0.05) che nell'HIP (Fig. 1.7b; p < 

0.05). 

 

 
Fig.1.7 Effetto della KD sullo stress ossidativo. I dati sono espressi come nmol/g 

di tessuto (± s.e.m.) di TBARS nella PFC (a) e nell'HIP (b), e come U/mg di 

proteina (± s.e.m.) di attività SOD nella PFC (c) e nell'HIP (b) sia di topi BTBR 

che di topi C57 alimentati con dieta standard (CD) o chetogenica (KD) (n = 

6/gruppo). Analisi statistica: ANOVA a due vie con test post-hoc di Bonferroni per 

confrontare due variabili quando P<0.05, come riportato nei Materiali e Metodi. *p 

< 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001. 
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Per quanto riguarda l'attività della SOD, è emerso un effetto di crossing over 

sostanzialmente significativo (F(1, 20) = 5.996; p = 0.02) nella PFC (Fig. 1.7c). L'analisi 

post-hoc ha evidenziato una marcata riduzione della SOD nella PFC dei topi BTBR CD 

rispetto ai topi C57 CD (Fig. 1.7c; p < 0.001), la quale è aumentata in modo significativo 

dopo il trattamento con KD (Fig. 1.7c; p < 0.05). Al contrario, nell'HIP (Fig. 1.7d) è stato 

rilevato solo un effetto significativo del ceppo (F(1, 20) = 34.44; p < 0.001) sull'attività della 

SOD, nonostante l’effetto tendenziale di interazione (F(1, 20) = 3.440; p = 0.08) e della 

dieta (F(1, 20) = 3.291; p = 0.08), entrambi vicini al limite di significatività statistica. 

 

 

 

1.4 Effetti della KD sul microbiota intestinale 

 

Le caratteristiche ecologiche del microbiota intestinale sono state analizzate mediante la 

misura dell’entropia di Shannon che ha consentito di stimare la variabilità delle specie 

all'interno di ciascun campione (α-diversità), e l’analisi delle Coordinate Principali 

(PCoA) che ha permesso di valutare le differenze nella composizione tra campioni (β- 

diversità). 

Dall’analisi dell’α-diversità, sono state riscontrate significative differenze tra i due 

gruppi alimentati con CD (p=0.029), mentre non sono emerse variazioni significative 

(p=0.63) tra quelli alimentati con KD (Fig.1.8). 

La PCoA per la valutazione della β-diversità ha mostrato significative differenze nella 

composizione batterica intestinale (Fig.1.9), con una chiara separazione tra i gruppi C57 

e BTBR alimentati con CD (p < 0.001). Il trattamento con KD ha ridotto la β-diversità tra 

i due ceppi, posizionando i campioni BTBR KD vicino ai campioni C57 KD. 

Differenze importanti sono emerse anche a seguito dell’analisi dei profili tassonomici dei 

vari gruppi sperimentali. A livello del Phylum (Fig.1.10), è stato registrato un aumento 

nell'abbondanza relativa dell’Actinobacteria e una diminuzione di Proteobacteria nei 

BTBR KD (0.7%; 0.1%) rispetto ai BTBR CD (0.01%; 0.2%). Allo stesso modo, il 

Phylum Bacteroidota ha sperimentato modesti aumenti nei gruppi KD, rispetto a quelli 

CD (BTBR KD: 52% vs BTBR CD: 40%; C57 KD 44% vs C57 CD: 37%). Al contrario, 

l'abbondanza relativa del Phylum Firmicutes, pari al 60%, nei BTBR CD e del 59% nei 

C57 CD è risultata lievemente ridotta nei BTBR KD (45%) e nei C57 KD (48%). 
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Fig. 1.8 Impatto della KD sull’α-diversità. L 'α-diversità è stata stimata utilizzando 

l'entropia di Shannon sia nei topi BTBR che nei topi C57 alimentati con dieta standard 

(CD) o chetogenica (KD) (n = 6/gruppo). Analisi statistica: PERMANOVA con test 

post-hoc di Bonferroni per confrontare due variabili quando P<0.05, come riportato 

nei Materiali e Metodi. 

 

 

Anche a livello del Genere sono emerse significative differenze tra i gruppi sperimentali 

(Fig. 1.11). La percentuale di Lactobacillus è risultata notevolmente più elevata nei topi 

BTBR CD (44%) rispetto ai topi C57 CD (7%). Tuttavia, il trattamento con la KD ha 

provocato un'inversione di questa anomalia, riportando i livelli di Lactobacillus nei topi 

BTBR a un valore del 5%, in linea con quanto osservato nel ceppo neurotipico. Al 
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contrario, i generi Akkermarsia e Blautia hanno mostrato notevoli incrementi nei gruppi 

KD, rispetto a quelli CD. Più in dettaglio, il genere Akkermansia è risultato 

significativamente più abbondante nei topi BTBR (1%) e C57 (6%) alimentati con KD 

rispetto ai BTBR (0.04%) e ai C57 (0.05%) alimentati con CD. Similmente, il genere 

Blautia è aumentato significativamente nei gruppi BTBR (7%) e C57 (6%) alimentati con 

KD, rispetto ai BTBR (0.3%) e ai C57 (0.7%) alimentati con CD. 

 

 

 
Fig. 1.9 Impatto della KD sulla β-diversità. L'Analisi delle Coordinate Principali (PCoA) 

per la β-diversità è stata effettuata sia nei topi BTBR che nei topi C57 alimentati con dieta 

standard (CD) o chetogenica (KD) (n = 6/gruppo). Analisi statistica: PERMANOVA con test 

post-hoc di Bonferroni per confrontare due variabili quando P<0.05, come riportato nei 

Materiali e Metodi. 
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Fig. 1.10 Impatto della KD sulla composizione del microbiota a livello del Phylum. 

L’abbondanza relativa a livello del Phylum nei topi BTBR e nei topi C57 alimentati con 

dieta standard (CD) o chetogenica (KD). 
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Fig. 1.11 Impatto della KD sulla composizione del microbiota a livello del Genere. 

L’abbondanza relativa a livello del Genere nei topi BTBR e nei topi C57 alimentati 

con dieta standard (CD) o chetogenica (KD). 
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RISULTATI RELATIVI ALLA PARTE I-B 

 

1.5 Effetti dei ceppi di Lactobacillus sulle attività comportamentali 

 

In questa fase, è stato valutato l’effetto di ciascun trattamento di Lattobacilli sull’ 

interazione sociale, sulle abilità motorie e sul comportamento ansioso nei BTBR. 

I topi BTBR, a cui era stata somministrata solo una soluzione fisiologica allo 0.9% 

(controllo), hanno manifestato evidenti deficit sociali nel TCT, come evidenziato dalla 

simile quantità di tempo trascorso nella camera con lo stimolo sociale (stranger, 

Fig.1.12a) e con la sola gabbietta vuota (novel object) e dalla simile quantità di tempo 

spesa ad interagire con lo stranger e con il novel object (Fig.1.12b). Tuttavia, quattro dei 

cinque probiotici utilizzati, ovvero, L1, L2, L3 e L4 hanno aumentato significativamente 

il tempo di permanenza (L1: p<0.05; L2: p<0.001; L3: p<0.01; L4: p<0.01) e il tempo di 

esplorazione verso lo stranger (L1: p<0.05; L2: p<0.001; L3: p<0.05; L4: p<0.01) dei topi 

BTBR, suggerendo il recupero dell'abilità sociale compromessa. A contrario, la 

somministrazione di L5 ha contribuito ad aumentare i deficit sociali, incrementando, 

seppur non in modo significativo, l'interazione con il novel object (Fig.1.12). 

Nel contesto dell'OFT, è stato osservato un forte incremento del tempo di immobilità nel 

gruppo L4 (F(5,41) = 2.574, p= 0.04; L5? vs NaCl: p<0.05; Fig.1.13b), che ha indicato un 

impatto sostanziale di questo probiotico sulle abilità motorie, nonostante l'assenza di 

differenze statisticamente significative nella distanza percorsa (F(5,42) = 0.8444, p=0.53; 

Fig.1.13a). Un risultato significativo è emerso anche in relazione alla fotofobia (F(5,42) = 

7.710, p<0.001; Fig.1.13c). Nei gruppi trattati con i ceppi di Lactobacillus L3, L4 ed L5 

si è verificato un peggioramento evidente rispetto al gruppo di controllo (p<0.05; 

p<0.001; p<0.05 rispettivamente), manifestato dall'aumento significativo del tempo 

trascorso vicino alle pareti e dalla tendenza ad evitare l'area aperta e illuminata (Fig. 

1.13c). Al contrario, sebbene non in modo significativo, si è osservato un miglioramento 

della fotofobia nei topi trattati con il ceppo L2 (Fig.1.13c). L’analisi del self-grooming, 

effettuato per valutare l'effetto del trattamento sui comportamenti ripetitivi, non ha fornito 

differenze statisticamente significative tra i BTBR di controllo e quelli trattati, sebbene 

in questi ultimi, rispetto ai primi, sia possibile notare una tendenza al decremento di 

questo parametro (F(5, 42) = 0.3057, p=0.91; Fig.1.13d). Dall'analisi condotta mediante il 

software ANY-maze che ha generato delle Heatmaps si possono osservare i punti 

dell'arena maggiormente esplorati (Figura 1.14). La distribuzione delle posizioni 

dell'arena più frequentemente visitate durante il test risulta essere più omogenea nei topi 
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trattati con L2, se confrontata con quella dei topi controllo. Al contrario, nei topi trattati 

con L3, L4 ed L5, si osserva una notevole riduzione di questa omogeneità. 

 

 

 

 

 
Fig. 1.12 Effetti dei ceppi di Lactobacillus sul comportamento sociale. Il tempo trascorso in 

ciascuna stanza laterale (a) e il tempo di esplorazione con lo stranger/novel object (b) sono stati 

valutati nel Three Chamber test (TCT), sia per i topi BTBR di controllo (0.9% NaCl) che per 

quelli trattati con i diversi ceppi di Lactobacillus (Strain # L1. L. salivarius - LS7892; Strain # 

L2. L. gasseri - LG6410; Strain # L3. L. plantarum - LP14D; Strain # L4. L. reuteri -LR92; Strain 

# L5. L. camelliae - LC LMG 24277) (n=8-9/gruppo). I parametri sono stati calcolati come tempo 

medio (± s.e.m.) rispetto alla durata totale del test (600 s). Analisi statistica: t-test: *p<0.05; 

**p<0.01; ***p<0.001. 

 

 

L’analisi EPM, condotta per ottenere una visione più approfondita e completa dell’attività 

dei probiotici sul comportamento legato all'ansia, ha evidenziato un effetto sul tempo 

trascorso nei bracci elevati e aperti, rispetto a quelli chiusi F(5,41) =5.053, p=0.001; Fig. 

1.15a). In particolare, un aumento significativo per il gruppo L1 (L1 vs NaCl: p<0.05), e 

non significativo ma comunque osservabile per il gruppo L2, si è verificato nel tempo 

trascorso nei bracci aperti rispetto a quelli chiusi (Fig.1.15a). Un andamento simile è stato 
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osservato anche per il numero di ingressi nei bracci aperti, rispetto a quelli chiusi, seppur 

non sia stata registrata nessuna differenza statisticamente significativa (F(5, 41) = 1.421, 

p=0.24; Fig. 1.15b). In accordo con questi risultati, l’analisi delle Heatmaps mostra una 

maggiore uniformità spaziale tra bracci aperti e chiusi nei topi trattati con L1 e L2, se 

confrontata con quella dei topi di controllo. Al contrario, questa maggiore coerenza 

spaziale non si riscontra nei topi trattati con L3, L4 ed L5 (Fig.1.16). 
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Fig. 1.13: Effetti comportamentali dei ceppi di Lactobacillus nell'Open Field Test (OFT). La 

distanza totale espressa in cm + s.e.m (a) e il tempo di immobilità espresso in s + s.e.m (b) sono 

stati utilizzati per valutare le abilità motorie. Il rapporto tra il tempo trascorso nella zona interna 

rispetto a quella esterna (c) è stato utilizzato per valutare i livelli di ansia. Infine, il tempo di self- 

grooming espresso in s + s.e.m (d) è stato quantificato per valutare gli effetti sul comportamento 

ripetitivo. Le analisi sono state condotte nei topi BTBR di controllo (0.9% NaCl) e in quelli trattati 

con diversi ceppi di Lactobacillus (# L1. L. salivarius - LS7892; # L2. L. gasseri - LG6410; # L3. 

L. plantarum - LP14D; # L4. L. reuteri -LR92; # L5. L. camelliae - LC LMG 24277) (n=8- 

9/gruppo). Analisi statistica: one-way ANOVA con test post-hoc di Bonferroni per confrontare 

due variabili quando P<0.05, come indicato nei Materiali e Metodi. *p < 0.05, **p < 0.01. 
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Fig. 1.15 Heatmaps dell’OFT. Ciascun grafico presenta una mappa termica media di ciascun 

gruppo sperimentale, rappresentando l'intera durata del test e utilizzando la scala indicata di 

seguito. Analisi video: software Any-MAZE (versione 7.20). a). NaCl; b) # L1. L. salivarius - 

LS7892; c) # L2. L. gasseri - LG6410; d) # L3. L. plantarum - LP14D; e) # L4. L. reuteri -LR92; 

f) # L5. L. camelliae - LC LMG 24277). 
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Figura 1.15: Effetti dei ceppi di Lactobacillus sul comportamento ansioso nell’Elevated Plus 

Maze (EPM). a) Il rapporto tra il tempo trascorso nei bracci aperti rispetto a quelli chiusi e b) il 

rapporto tra il numero di ingressi nei bracci aperti rispetto a quelli chiusi sono stati valutati nei 

topi BTBR di controllo (0.9% NaCl) e in quelli trattati con diversi ceppi di Lactobacillus (# L1. 

L. salivarius - LS7892; # L2. L. gasseri - LG6410; # L3. L. plantarum - LP14D; # L4. L. reuteri 

-LR92; Ceppo # L5. L. camelliae - LC LMG 24277) (n=8-9/gruppo). Analisi statistica: one-way 

ANOVA con test post-hoc di Bonferroni per confrontare due variabili quando P<0.05, come 

indicato nei Materiali e Metodi. *p < 0.05. 
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Fig. 1.16 Heatmaps dell’EPM. Ciascun grafico presenta una mappa termica media di ciascun 

gruppo sperimentale, rappresentando l'intera durata del test e utilizzando la scala indicata di 

seguito. Analisi video: software Any-MAZE (versione 7.20). a) NaCl; b) # L1. L. salivarius - 

LS7892; c) # L2. L. gasseri - LG6410; d) # L3. L. plantarum - LP14D; e) # L4. L. reuteri -LR92; 

f) # L5. L. camelliae - LC LMG 24277). 
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1.6 Effetti dei ceppi di Lactobacillus su ossitocina e immunoglobuline reattive 

all'ossitocina 

Per valutare gli effetti dei Lattobacilli sull'ossitocina, sono stati esaminati i livelli 

plasmatici di questo peptide e delle Ig ad esso reattive. 

In particolare, sono state osservate variazioni significative nei livelli di IgG libere reattive 

per l'ossitocina (KW(5,40) <0.001), risultando tendenzialmente più elevate nel gruppo L4 

e più basse nel gruppo L5 (Fig.1.17a). Mentre i livelli totali di IgG reattive per l'ossitocina, 

ottenuti mediante la separazione di eventuali complessi immuno-peptidici, sono risultati 

tendenzialmente più alte nel gruppo L2 e più basse nel gruppo L4 ed L5 (KW(5,40) = 0.008; 

Fig.1.17b). Analogamente, nei livelli delle IgM sono state osservate delle tendenze 

all’incremento nel gruppo L4 ed L5, che però non hanno raggiunto il livello di 

significatività statistica stabilito (KW(5,40) = 0.55; Fig.1.17c). 

Similmente a quanto osservato per le Ig, i trattamenti non sono stati in grado di produrre 

variazioni significative nei livelli di ossitocina plasmatica (KW(5,40) = 0.64; Fig.1.17d). 

Tuttavia, è interessante notare che nei gruppi trattati con i probiotici L1, L3 e L4 è stata 

osservata una tendenza all'aumento dei livelli di ossitocina plasmatica, rispetto ai BTBR 

di controllo (Fig.1.17d). 
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Fig.1.17 Effetti dei ceppi di Lactobacillus sulle immunoglobuline (Ig) reattive per l’ossitocina 

e sui livelli di ossitocina. I livelli plasmatici delle a) IgG libere, b) IgG totali e c) delle IgM 

reattive per l’ossitocina espresse come OD ± s.e.m e d) di ossitocina espressi come pg/ml (± 

s.e.m.) sono stati valutati nei topi BTBR di controllo (0.9% NaCl) e in quelli trattati con diversi 

ceppi di Lactobacillus (# L1. L. salivarius - LS7892; # L2. L. gasseri - LG6410; # L3. L. 

plantarum - LP14D; # L4. L. reuteri -LR92; Ceppo # L5. L. camelliae - LC LMG 24277). Analisi 

statistica: Kruskal-Wallis test con test post-hoc di Dunn per confrontare due variabili quando 

P<0.05, come indicato nei Materiali e Metodi. 
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RISULTATI RELATIVI ALLA PARTE II 

 

1.7 Analisi immunocolorimetrica al confocale 

 

Successivamente, l’attenzione è stata focalizzata sulle caratteristiche morfologiche dei 

neuroni PFC e HIP, esaminati in condizioni standard e di chetosi. Le analisi sono state 

condotte tramite microscopio confocale durante lo stadio di sviluppo DIV 21 e 28. I 

risultati rivelano un pattern eterogeneo nella distribuzione di specifici antigeni neuronali, 

utilizzati come marcatori per il differenziamento cellulare complessivo (β-tubulina), gli 

elementi assonici (GAP43; Syn) e quelli nucleari (DAPI). 

Nei topi C57 sia a DIV 21 (Fig.1.18a) che a DIV 28 (Fig.1.19a) i neuroni PFC mostrano 

una rete ben sviluppata e assoni definiti, evidenziati dall'espressione della β-tubulina, Syn 

e GAP43. La struttura nucleare è altresì ben visibile in entrambi gli stadi di sviluppo. 

L'analisi combinata dei segnali fluorescenti offre una panoramica completa della 

complessità della rete neuronale in queste condizioni. 

Al contrario, a DIV 21 nei neuroni BTBR coltivati in condizioni standard si evidenzia 

una diminuzione del segnale della β-tubulina, indicativo di una minore organizzazione 

del citoscheletro. La quasi assenza di Syn, associata a un indebolimento del segnale di 

GAP43, suggerisce possibili alterazioni nei processi di formazione e stabilità sinaptica 

nonché di plasticità neuronale (Fig.1.18b). Tale scenario persiste anche a DIV 28, con una 

marcata riduzione dell'espressione di Syn e GAP43 (Fig.1.19b). 

È interessante notare nei neuroni BTBR, coltivati in condizioni di chetosi a DIV 21 

(Fig.1.18c) e 28 (Fig.1.19c) un'organizzazione neuronale simile a quella dei C57. In 

particolare, si nota un citoscheletro più definito attraverso l’espressione della β-tubulina, 

insieme a una rete ben sviluppata di elementi sinaptici, evidenziata da segnali più marcati 

di Syn e GAP43 piuttosto che nei neuroni BTBR cresciuti in condizioni standard 

(Fig.1.18b; Fig.1.19b). 
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Fig.1.18 Immagini al confocale di neuroni PFC a 21 giorni di coltura. Rappresentazione 

dei neuroni provenienti da topi a) C57 coltivati in condizioni standard, b) BTBR coltivati in 

condizioni normali e c) BTBR coltivati in condizioni di chetosi nel sistema a membrana. Le 

cellule sono marcate per -Tubulina III (verde), sinaptofisina (rosso), GAP-43 (giallo) e 

nuclei (DAPI; blu). 
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Fig.1.19 Immagini al confocale di neuroni PFC a 28 giorni di coltura. Rappresentazione 

dei neuroni provenienti da topi a) C57 coltivati in condizioni standard, b) BTBR coltivati in 

condizioni normali e c) BTBR coltivati in condizioni di chetosi nel sistema a membrana. Le 

cellule sono marcate per -Tubulina III (verde), sinaptofisina (rosso), GAP-43 (giallo) e 

nuclei (DAPI; blu). 

 

 

Nei neuroni HIP dei BTBR, coltivati nelle condizioni standard, si evidenzia a DIV 21 

(Fig.1.20b) un significativo indebolimento nei segnali di Syn e GAP-43, se confrontati ai 

neuroni di controllo C57 (Fig.1.20a), indicando un possibile deficit nell'organizzazione 

sinaptica e assonale, nonostante l'organizzazione citoscheletrica non mostri divergenze 

evidenti. Al contrario, i neuroni BTBR sottoposti a condizioni di chetosi (Fig.1.20c) non 

mostrano differenze sostanziali rispetto a quelli in condizioni standard (Fig. 1.20b), 

suggerendo una notevole similitudine nella complessità neuronale. 

Nel passaggio al DIV 28, le differenze a livello citoscheletrico e sinaptico si accentuano. 

Nei neuroni BTBR (Fig.1.21b) in condizioni standard, in linea con le osservazioni nei 

neuroni prefrontali, emerge una ridotta organizzazione citoscheletrica vs C57 (Fig.1.21a), 

accompagnata da una significativa diminuzione del segnale di GAP-43. Ciò suggerisce 

possibili compromissioni nella struttura assonale e sinaptica. Al contrario, la condizione 



Risultati 

124 

 

 

di chetosi nei neuroni HIP dei BTBR (Fig.1.21c) ha determinato un netto miglioramento 

sia nell'organizzazione citoscheletrica che sinaptica, riportando la complessità neuronale 

a livelli simili a quelli osservati nei C57 (Fig1.21a). 

 

 

 

Fig.1.20 Immagini al confocale di neuroni HIP a 21 giorni di coltura. Rappresentazione 

dei neuroni provenienti da topi a) C57 coltivati in condizioni standard, b) BTBR coltivati in 

condizioni normali e c) BTBR coltivati in condizioni di chetosi nel sistema a membrana. Le 

cellule sono marcate per -Tubulina III (verde), sinaptofisina (rosso), GAP-43 (giallo) e 

nuclei (DAPI; blu). 
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Fig.1.21 Immagini al confocale di neuroni HIP a 28 giorni di coltura. Rappresentazione 

dei neuroni provenienti da topi a) C57 coltivati in condizioni standard, b) BTBR coltivati in 

condizioni normali e c) BTBR coltivati in condizioni di chetosi nel sistema a membrana. Le 

cellule sono marcate per -Tubulina III (verde), sinaptofisina (rosso), GAP-43 (giallo) e 

nuclei (DAPI; blu). 

 

 

1.8 Analisi metabolica 

 

L'attività metabolica delle cellule neuronali, sia dei topi C57 che BTBR, è stata valutata 

misurando i livelli del BDNF al DIV-7, 21 e 28. In condizioni basali, i livelli di BDNF 

nei neuroni PFC dei BTBR sono risultati significativamente inferiori sia al DIV 7 (p < 

0.05) che, in modo più marcato, al DIV 21 (p < 0.001) e 28 (p < 0.01) rispetto ai C57 

(Fig. 1.22a). In modo simile, i livelli di BDNF nell' HIP sono risultati più bassi al DIV 7 

(p < 0.001) e 21 (p < 0.05) nei BTBR rispetto ai C57 (Fig. 1.22b). Al contrario, al DIV 

28 è emerso un andamento opposto, con livelli tendenzialmente più elevati nei neuroni 

HIP dei BTBR, rispetto ai C57 (Fig. 1.22b). 

La condizione di chetosi ha prodotto un aumento significativo ed efficace dei livelli di 

BDNF, osservato sia nei neuroni PFC (p < 0.001; Fig. 1.23a) che in quelli HIP (p < 0.001; 

Fig. 1.23b) al DIV 21. Tuttavia, al DIV 28, le differenze nei livelli di BDNF dei neuroni 
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PFC (Fig. 1.23a) e HIP (Fig. 1.23b) sono state meno pronunciate, sia nelle condizioni 

standard che in quelle di chetosi. 

 

 

 
Fig.1.22 Livelli di BDNF secreti dai neuroni PFC (a) e HIP in condizioni 

basali (b). I dati sono espressi in ng/ml (± s.e.m.) al DIV 7, DIV 21 e DIV 

28, sia nei topi C57 che BTBR. Analisi statistica: t-test per confrontare due 

variabili quando P<0.05, come riportato nei Materiali e Metodi. *p < 0.05, 

**p < 0.01, ***p < 0.001. 
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Fig.1.23 Livelli di BDNF secreti dai neuroni PFC (a) e HIP (b). I dati sono 

espressi in ng/ml (± s.e.m.) al DIV 21 e DIV 28 nei neuroni dei BTBR in 

condizioni basali e di chetosi (BTBR KD). Analisi statistica: t-test per 

confrontare due variabili quando P<0.05, come riportato nei Materiali e 

Metodi. ***p < 0.001. 
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A causa dell'immagine illusoria che ancora si ha dell’eziopatogenesi dell’ASD, un 

considerevole numero di pazienti non riceve terapie adeguate (Baribeau et al., 2022). 

L'autismo, con il suo quadro molecolare complesso, presenta notevoli difficoltà nella 

formulazione di chiare definizioni dei processi patologici che lo sottendono, costituendo 

così una sfida significativa nell'ambito della ricerca scientifica. Questo progetto di 

dottorato si è proposto di contribuire ad una maggiore comprensione della fisiopatologia 

dell’ASD, valutandone i principali aspetti comportamentali, le dinamiche molecolari, la 

correlazione con il microbiota intestinale, e i possibili approcci terapeutici, nello specifico 

l’impatto della KD. 

L'analisi comportamentale, condotta mediante specifici test, ha confermato l'effetto 

modulatore della KD sull’esecuzione di alcuni core-symptoms comportamentali. Come 

già evidenziato in studi precedenti, i topi BTBR hanno mostrato comportamenti simili ai 

sintomi principali dell'autismo, tra cui deficit sociali e comportamenti ripetitivi 

pronunciati (Arakawa, 2021; Higuchi et al., 2023). Nel corso dell’indagine condotta in 

vivo, la KD ha invertito i deficit sociali nei topi BTBR, come indicato dall'aumento 

significativo del tempo dedicato all'esplorazione e all'interazione con lo stimolo sociale, 

insieme alla normalizzazione del SI ai livelli del ceppo neurotipico di controllo (C57). In 

conformità a questi risultati, recentemente è stato suggerito che il trattamento con KD, 

protratto per 4 settimane, possa rappresentare un'interessante strategia terapeutica per il 

recupero prolungato dei deficit sociali, in quanto uno dei principali corpi chetonici, 

ovvero il 3HB, potrebbe agire come inibitore endogeno delle istone deacetilasi, favorendo 

il ripristino dell'acetilazione istonica nella PFC (Qin et al., 2022). L'efficacia positiva 

della KD non si è però limitata esclusivamente all'ambito dell'interazione sociale, ma ha 

esteso il suo impatto anche al comportamento eccessivo di auto-grooming, che nei 

roditori si configura come una manifestazione fenotipica di comportamenti ripetitivi e 

stereotipati (Arakawa, 2021). Tali risultati sono coerenti con studi precedenti che hanno 

evidenziato la capacità della KD di ridurre comportamenti analoghi a quelli osservati nell’ 

ASD (Ruskin et al., 2017), consolidando così la sua plausibile efficacia come approccio 

nutrizionale per il miglioramento dei sintomi diagnostici dell’autismo. 

L’effetto della KD è stato studiato, oltre che sui sintomi “core”, anche su alterazioni 

comportamentali secondarie, essendo quest’ultime molto comuni nell’ ASD. È stato 

infatti interessante notare un miglioramento delle performance cognitive nei topi C57, 

con un completo rovesciamento dei deficit nei topi BTBR. Questi risultati sono in linea 

con studi in cui le alterazioni cognitive sono state attenuate, proprio grazie ad interventi 



Discussione 

130 

 

 

dietetici con KD sia nell’uomo (Desli et al., 2022; Grochowska, K. e Przeliorz, A., 2022) 

che nei roditori (Xu et al., 2022) in diverse condizioni neurologiche e neurodegenerative. 

Al contrario, i dati riguardanti i comportamenti simil-ansiosi nei topi BTBR sono 

eterogenei e, in alcuni casi, oggetto di controversie a seconda del tipo di paradigma 

comportamentale impiegato (Chao et al., 2018; Sen et al., 2022). Tuttavia, va notato che 

i topi BTBR presentano livelli più elevati di ormoni dello stress e ciò potrebbe contribuire 

a spiegarne le incongruenze nei dati relativi ai livelli di ansia (Meyza and Blanchard, 

2017). Nel presente studio, i topi BTBR non hanno mostrato differenze, rispetto ai C57, 

né nel tempo trascorso nella camera luminosa né nel numero di transizioni, anche dopo il 

trattamento con KD. Tuttavia, nei BTBR trattati è stato registrato un significativo 

incremento del tempo impiegato per entrare per la prima volta nella zona buia, 

dimostrando molto probabilmente una riduzione della loro risposta neofobica. Tale 

riduzione, è stata però meno evidente, rispetto ai C57, indicando che i topi BTBR 

mostrano un'ansia indotta da novità simile alla selettività alimentare e alla neofobia dei 

bambini con ASD (Rodrigues et al., 2023). 

È importante considerare che le anomalie comportamentali sono frequentemente correlate 

a stati infiammatori e, sebbene l'infiammazione sia un meccanismo di difesa primario dei 

tessuti, una sua risposta aberrante può esacerbare i processi di guarigione e peggiorare 

ulteriormente le condizioni neurologiche. In effetti, nel corso delle malattie 

neurodegenerative, si osserva un'infiammazione cronica del sistema nervoso a seguito di 

un rilascio abbondante di citochine pro-infiammatorie come IL-1, IL-6 e TNF-α da parte 

di microglia e astrociti iperattivi (Kwon et al., 2020). Anche nel nostro caso, è stato 

osservato un elevato profilo di citochine pro-infiammatorie nella PFC e nell’HIP, così 

come nel plasma dei BTBR; ciò è in linea con studi precedenti (Zhao et al., 2021; 

Theoharides et al., 2016), rafforzando così il coinvolgimento di tali fattori come potenziali 

biomarcatori per la diagnosi e il trattamento dell’ASD. In particolare, è stato già 

dimostrato che queste citochine sono legate alla degradazione proteica, alla disfunzione 

mitocondriale, ai difetti nel trasporto assonale e all'apoptosi, tutti fattori che hanno un 

impatto negativo sulle funzioni neuronali interferendo con percorsi associati alla socialità 

e all’attività cognitiva (Kanellopoulos et al., 2020; McFadden et al., 2019). In aggiunta, 

le cellule immunitarie e le citochine periferiche possono attraversare la barriera emato- 

encefalica contribuendo alla neuroinfiammazione e alla neurodegenerazione (Takata et 

al., 2021). La somministrazione della KD ha ridotto i livelli aberranti di IL-1β, IL-6 e 

TNF-α, sia nelle aree cerebrali che nel plasma dei topi BTBR. Tali risultati sembrano 
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suggerire che il trattamento con KD potrebbe svolgere un ruolo cruciale negli stati 

infiammatori dell’ASD, orchestrando presumibilmente un programma di neuroprotezione 

simile a quanto riscontrato durante eventi ischemici (Sethuraman et al., 2022). Ipotesi 

ulteriormente supportata e avvalorata da uno studio che ha recentemente riportato che il 

3HB possa fungere da potenziale agente antiinfiammatorio nelle malattie 

neurodegenerative, agendo attraverso il recettore accoppiato a proteina G 109A e 

disattivando il complesso dell’inflammasoma nella microglia (Jayashankar et al., 2023). 

È noto come lo stress ossidativo sia una caratteristica chiave di molte malattie 

neurologiche, incluso l’ASD, durante il quale si associa ad un aumento dei ROS e a una 

riduzione della capacità antiossidante (Liu et al., 2022). Non sorprende quindi che, nel 

corso della seguente indagine, siano stati osservati aumenti significativi nei livelli di 

TBARS, insieme a una diminuzione dell'attività della SOD sia nella PFC che nell'HIP dei 

BTBR. Queste alterazioni emergono come fattori rilevanti, in quanto potrebbero attivare 

vie di segnalazione intracellulari responsabili delle aberrazioni comportamentali e 

dell'infiammazione che, come già riportato, è risultata essere molto elevata a livello 

cerebrale e periferico nei BTBR. Infatti, concentrazioni elevate di ROS possono creare 

circoli viziosi, mantenendo un'elevata secrezione di citochine e chemochine pro- 

infiammatorie, specialmente in regioni cerebrali associate all’ASD, come la PFC e l'HIP 

(Liu et al., 2022). Questi risultati confermano l'azione antiossidante di questa dieta, 

analogamente a quanto si osserva nelle malattie neurodegenerative. L’azione 

antiossidante della KD è stata, infatti, già comprovata nel ritardare l'insorgenza delle 

malattie neurodegenerative legate all'età, attraverso un programma neuroprotettivo che 

include effetti antiossidanti, antinfiammatori e di miglioramento nel metabolismo 

energetico (Kovács et al., 2021). Elemento prominente in questo contesto è proprio il 

BHB, il principale corpo chetonico derivante dalla KD. Questo composto emerge come 

un regolatore cruciale, inibendo l’inflammasoma nelle cellule mieloidi e svolgendo così 

un ruolo chiave nei processi infiammatori legati all'età (Goldberg et al. 2023). La KD, 

tuttavia, non si limita a questa azione. Infatti, attivando l'ossidazione degli acidi grassi nel 

fegato, induce la formazione di acetil-CoA nei mitocondri, avviando la produzione di 

corpi chetonici. Questi giocano un ruolo fondamentale nel migliorare il metabolismo 

energetico, attraverso un aumento della produzione di ATP e una normalizzazione della 

funzione mitocondriale, mediata dalla stimolazione della loro biogenesi e dalla riduzione 

dello stress ossidativo. I benefici, in una catena causale, contribuiscono a mitigare la 

morte neuronale. Va sottolineato, inoltre, che i corpi chetonici esercitano un'azione di 
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regolazione sui neurotrasmettitori, inibiscono l'attivazione della via di segnalazione di 

mTOR e influenzano la composizione del microbiota intestinale (Li et al. 2021). Per cui, 

vista la complessità di interazione della KD, emerge con chiarezza l’utilità di condurre 

approfondimenti specifici su questi meccanismi nel contesto dell’autismo. 

Relativamente all'ultima condizione menzionata, l'intervento dietetico con la KD si è 

dimostrato utile nel determinare anche una significativa modulazione della composizione 

del microbiota intestinale nei topi BTBR. Da una prima osservazione, la KD ha 

influenzato l’α diversità, riducendo la diversità microbica nei topi C57 e aumentandola 

nei topi BTBR. In aggiunta, la KD ha alterato la β diversità in entrambi i ceppi, riducendo 

notevolmente la separazione nel clustering e dimostrando la sua capacità di modificare le 

strutture della comunità biologica nell'intestino. In questo contesto, particolarmente 

rilevanti sono i dati ottenuti a livello tassonomico che hanno evidenziano, sia nei BTBR 

che nei C57, un significativo aumento dei batteri appartenenti al genere Akkermansia e 

Blautia in seguito all’assunzione della KD. Questo aumento potrebbe essere la chiave per 

comprendere l'andamento opposto che è stato osservato nell'α diversità tra i due ceppi di 

topi coinvolti. In genere, la disbiosi si accompagna a una riduzione della diversità del 

microbiota (Kim et al., 2020), ed effettivamente nei BTBR è risultata significativamente 

ridotta rispetto ai C57. Tuttavia, la KD ha migliorato l’α diversità nei BTBR, mentre nei 

C57 pur riducendola, si è registrato un aumento dei batteri Akkermansia e Blautia. Tale 

fenomeno, influenzando la composizione complessiva del microbiota, potrebbe 

giustificarne la riduzione nel ceppo neurotipico. Pertanto, i batteri Akkermansia e Blautia 

hanno dimostrato svolgere funzioni neuromodulatrici positive con conseguenti effetti sul 

comportamento. Ad esempio, è stato dimostrato che la somministrazione del ceppo 

Blautia stercoris MRx0006 è in grado di migliorare gli esiti comportamentali rilevanti 

per l’ASD, tra cui la socialità e i comportamenti stereotipati (Sen et al., 2022). Inoltre, 

Akkermansia, aumentando la produzione di acido chinurenico, sembra contribuire al 

miglioramento cognitivo (Kaviyarasan et al., 2022). Akkermansia è stato anche segnalato 

come alleviatore dell'infiammazione sistemica, riducendo la concentrazione di marcatori 

pro-infiammatori e incrementando la produzione di acidi grassi a catena corta, 

principalmente acetato e propionato, essenziali per la comunicazione intestino-cervello e 

per il mantenimento dell'omeostasi (Akhtar et al., 2022). Contestualmente, l’analisi 

tassonomica ha indicato che i livelli di Lactobacillus erano notevolmente più alti nei topi 

del ceppo BTBR rispetto a quelli del ceppo C57 e che l'implementazione della KD ha 

completamente neutralizzato questa differenza. Tale osservazione è consistente con i dati 
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di letteratura che riportano un’eccedenza di Lactobacillus sia nel microbiota intestinale 

dei pazienti affetti da ASD che nei modelli animali (Alamoudi et al., 2022; Avolio et al., 

2022). I Lactobacillus sono generalmente riconosciuti per i loro benefici come probiotici, 

ciononostante vi sono evidenze che li correlano a fenomeni di stress ossidativo e a impatti 

negativi sul sistema immunitario (Lee et al., 2021; Zegarra-Ruiz et al., 2018). Inoltre, la 

KD è stata associata a un aumento nell'abbondanza di Lactobacilli (Kaviyarasan et al., 

2022), in contrasto con quanto osservato nei topi BTBR durante la presente indagine. 

Questi risultati sottolineano la complessità dell'interazione tra il microbiota intestinale e 

la fisiologia degli organismi evidenziando, in questo contesto specifico, l'importanza di 

comprendere il ruolo di ceppi specifici nella comunicazione intestino-cervello. 

A tale scopo, lo studio condotto presso l'Università di Rouen ha fornito ulteriori dettagli 

su questa dinamica. La somministrazione dei ceppi batterici L. salivarius - LS7892, L. 

gasseri - LG6410, L. plantarum - LP14D, L. reuteri - LR92, e L. camelliae - LC LMG 

24277, ha prodotto impatti differenziati sul comportamento dei topi BTBR. La 

somministrazione intragastrica dei ceppi L. salivarius - LS7892 e L. gasseri - LG6410 ha 

migliorato l'interazione sociale nei topi BTBR. Inoltre, mentre LS7892 ha mantenuto 

pressoché stabile il livello di ansia, LG6410 ha manifestato effetti positivi sull’ansia. In 

contrasto, i ceppi LP14D e LR92 hanno prodotto benefici nell'interazione sociale, ma 

hanno mostrato effetti avversi sull'ansia. Da notare che LC LMG 24277 non solo ha 

peggiorato l'interazione sociale ma ha anche influenzato negativamente i livelli di ansia. 

Questa diversità tra i ceppi riflette osservazioni precedenti di risposte differenziate, anche 

all'interno di batteri appartenenti allo stesso genere. Ciò sottolinea l'importanza di 

esaminare dettagliatamente l'azione di ceppi specifici al fine di acquisire una 

comprensione completa dei loro impatti sulle risposte fisiologiche dell'organismo ospite. 

Ad esempio, l’utilizzo di ceppi specifici di L.salivarius e di L. gasseri, già documentato 

in bibliografia, modula positivamente i livelli di interazione sociale e di ansia (Pochakom 

et al., 2022; Nishida et al., 2019). Similmente, alcuni ceppi di L. plantarum e L. reuteri, 

in studi preclinici, hanno migliorato l'interazione sociale e, in contrasto con quanto 

osservato per quelli utilizzati in questo studio, ridotto i livelli di ansia (Guo et al., 2022; 

Sun et al., 2021; Sgritta et al., 2019; Mackos et al., 2013). 

Di conseguenza, le variazioni comportamentali sembrano essere strettamente correlate 

alla capacità dei batteri intestinali di modulare i meccanismi molecolari coinvolti nelle 

risposte biologiche. In particolare, la loro influenza sull'ossitocina, un neuropeptide 

fondamentale per la regolazione del comportamento sociale e per l'attenuazione 
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dell'attivazione dell'asse ipotalamo-ipofisi-surrene, si configura come un punto focale, 

soprattutto considerando l'importanza di tali aspetti nell'autismo (De Cagna et al., 2019; 

Bernaerts et al., 2020). Il trattamento con LS7892 ha esercitato effetti positivi nei topi 

BTBR, evidenziando miglioramenti sia nel comportamento sociale che nei livelli di ansia. 

Questi risultati, combinati con il potenziale aumento dell'ossitocina e delle IgG reattive 

ad essa, suggeriscono una possibile connessione tra l'azione di LS7892, la modulazione 

dell'ossitocina e le risposte comportamentali osservate nei BTBR. Questo quadro 

complessivo apre la strada a un'interessante linea di indagine, suggerendo che il ceppo 

batterico LS7892 potrebbe esercitare il suo impatto positivo attraverso un meccanismo 

che coinvolge la regolazione dell'ossitocina e delle relative IgG. Questa ipotesi è 

supportata dalla recente scoperta dell'influenza delle IgG sull'interazione dell'ossitocina 

con il suo recettore, con conseguente impatto sul comportamento aggressivo (Henning 

Værøy et al., 2023). Inoltre, l’identificazione dell'origine antigenica delle IgG reattive ai 

neuropeptidi nelle proteine prodotte dai batteri del microbiota intestinale e la capacità dei 

Lactobacilli di produrre molecole segnalatrici che favoriscono il rilascio di ossitocina 

forniscono ulteriori elementi a favore di questa connessione (Tennoune et al., 2014; 

Varian et al., 2017). 

L'analisi in vitro ha fornito dettagli rilevanti, sia dal punto di vista morfologico che 

metabolico. Nei neuroni dei BTBR, coltivati in condizioni standard, si sono manifestati 

segni di una compromessa maturazione neuronale, evidenziati da un citoscheletro e una 

rete sinaptica meno organizzati nelle regioni della PFC e dell’HIP. Questi risultati sono 

in linea con il concetto secondo cui le modifiche morfologiche e strutturali nelle cellule 

neuronali conducono ad anomalie neuroanatomiche, più o meno visibili, presenti nei 

disturbi dello sviluppo neurologico, compreso l'autismo (Falougy et al., 2019). 

L'osservazione di un citoscheletro meno organizzato nei neuroni dei BTBR sottolinea 

l'importanza di tali alterazioni, essendo esso direttamente coinvolto nella crescita 

neuronale. Durante questa fase, le membrane cellulari si espandono e il citoscheletro 

subisce una riorganizzazione, facilitando l'allungamento delle estensioni neuronali e la 

formazione di connessioni sinaptiche (Dent et al., 2011). La riorganizzazione del 

citoscheletro neuronale è implicata in diverse attività cognitive e comportamentali e le 

sue alterazioni possono contribuire allo sviluppo di sintomi autistici (Liaci et al., 2021; 

Muñoz-Castañeda et al., 2018; Lasser et al., 2018). In aggiunta, diverse evidenze 

scientifiche collegano la disfunzione della tubulina all'aumento del rischio di malattie 

neuropsichiatriche tra cui il disturbo depressivo, la schizofrenia e l'epilessia (Rodrigues- 
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Amorim et al., 2020; Singh et al., 2020; Schröter et al., 2022). Ne deriva che le alterazioni 

delle proteine e delle vie di segnalazione coinvolte nell'organizzazione citoscheletrica 

potrebbero svolgere un ruolo significativo nell’autismo e nelle comorbilità psichiatriche 

ad esso associate (Gąssowska-Dobrowolska et al., 2021). 

È interessante notare che nei neuroni dei topi BTBR, accanto alle alterazioni 

citoscheletriche, sono state osservate variazioni nell'intensità di segnale di GAP 43, che 

regola la crescita neuritica e la plasticità sinaptica, e della Syn, coinvolta nella formazione 

delle vescicole sinaptiche (Quiang et al., 2022; Sóki et al., 2022). Ciò potrebbe suggerire 

la possibilità di una correlazione reciproca tra tali alterazioni. Tale ipotesi è supportata 

dal fatto che 1. il citoscheletro è intimamente interconnesso con queste proteine, 

influenzando la formazione e la stabilità delle sinapsi e regolando la distribuzione delle 

proteine sinaptiche; 2. la dinamica del citoscheletro è, a sua volta, modulata dalle proteine 

sinaptiche che interagiscono con i filamenti di actina e microtubuli per regolarne 

l'organizzazione e la funzione (Dutta et al., 2021; Parato e Bartolini, 2021). Inoltre, la 

riduzione di GAP 43 ha dimostrato provocare un aumento dell'eccitazione neuronale che 

è correlata all'iperattività e a comportamenti simili all'autismo (Zaccaria et al., 2010). Le 

alterazioni di GAP43 sono anche associate alla gravità della demenza nei pazienti affetti 

da malattia di Alzheimer (Qiang et al., 2022). In aggiunta, le evidenze attuali provenienti 

da studi recenti su modelli murini indicano i deficit della Syn come un indicatore 

fondamentale dei cambiamenti sinaptici comunemente riscontrati nell’autismo, che sono 

strettamente interconnessi con i neuroni e la plasticità strutturale (Traetta et al., 2021; 

Tripathi et al., 2024). Conseguentemente, lo studio di tali correlazioni potrebbe 

contribuire a comprendere meglio i meccanismi sottostanti alle alterazioni neurologiche 

osservate nell’ ASD. 

La chetosi ha influenzato positivamente la morfologia cellulare, migliorando 

l'organizzazione citoscheletrica e sinaptica sia nei neuroni HIP che PFC dei BTBR. 

Questo miglioramento potrebbe avere ricadute favorevoli sui meccanismi legati ai 

neurotrasmettitori e agli ioni, contribuendo così a promuovere una migliore omeostasi 

neuronale e facilitando l'acquisizione di un modello e un'organizzazione simili a quelli 

osservati nei neuroni del ceppo neurotipico (Gzielo et al., 2019). Ipotesi che trova 

supporto nei risultati di uno studio clinico nel quale è stato osservato che gli interventi 

dietetici favorevoli all'utilizzo di corpi chetonici, associati all'incremento dell'energia 

disponibile, contribuiscono in modo significativo alla stabilizzazione della rete neuronale, 

emergendo così come potenziali modulatori nella configurazione della rete cerebrale 
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(Mujica-Parodi et al., 2020). Anche nel nostro caso, quindi, questa stabilizzazione 

potrebbe essere attribuita proprio all'effetto della KD sul metabolismo energetico 

dell'ATP, con conseguente aumento dell'efficienza energetica a livello mitocondriale. 

Nel contesto della neuroplasticità, i fattori neurotrofici, con particolare riferimento al 

BDNF, assumono un ruolo centrale nella regolazione del comportamento, sia in situazioni 

normali che patologiche (Nasrolahi et al., 2022). Il BDNF, ampiamente distribuito nel 

sistema nervoso centrale, riveste un ruolo cruciale nella neurogenesi, sinaptogenesi, tutela 

neuronale e regolazione delle dinamiche mnemoniche (Ilchibaeva et al., 2023; Colucci- 

D'Amato et al., 2020). Nell'ambito di questo studio, sono state riscontrate variazioni 

significative nei livelli di BDNF nei neuroni delle regioni cerebrali d'interesse, rispetto al 

ceppo neurotipico. In particolare, si è evidenziata una riduzione dei livelli di BDNF nei 

neuroni della PFC nei diversi stadi di sviluppo. Nei neuroni dell'HIP, invece, è stata 

osservata una dinamica differente, con una netta diminuzione al DIV 7 e 21, seguita da 

un tendenziale aumento al DIV 28. Aumenti, riduzioni o assenza di differenze nei livelli 

di BDNF, sono stati osservati sia nei pazienti affetti che nei modelli animali (Han et al., 

2022; Robinson-Agramonte et al., 2022; Reim e Schmeisser, 2017). In aggiunta, 

differenze nei livelli del BDNF sono state riscontrate anche tra diverse aree cerebrali, 

come riportato in uno studio che ha evidenziato la down-regulation di diverse varianti di 

splicing dell'mRNA di questa neurotrofina nella neocorteccia, ma non nell’HIP di un 

modello roditore di autismo (Zunino et al., 2016). Questa variabilità, sia in termini di 

regione cerebrale che di dinamica temporale, potrebbe essere un elemento chiave 

nell'interpretare l'eterogeneità dei fenotipi clinici osservata nella sindrome in questione. 

Tale ipotesi trova conferma in uno studio preclinico, il quale ha documentato una risposta 

differenziale del BDNF, in relazione alla gravità del deficit neurocomportamentale 

(Kasarpalkar et al., 2014). 

La condizione di chetosi ha determinato un significativo aumento nei livelli di BDNF nei 

neuroni HIP e PFC dei BTBR. Questi risultati sono in linea con le evidenze che 

suggeriscono che il BDNF sia un mediatore chiave delle risposte adattative del cervello 

e dei sistemi periferici agli stimoli bioenergetici (Marosi e Mattson, 2014). Inoltre, 

l’effetto "up-modulante" della condizione di chetosi osservato sul BDNF nei BTBR 

potrebbe derivare dall'influenza del BHB sulla respirazione mitocondriale e sul fattore di 

trascrizione “nuclear factor kappa-light-chain-enhancer delle cellule B” (NF-KB). Ciò 

può indirettamente contribuire all'aumento della sintesi del fattore neurotrofico BDNF 

attraverso l'attivazione dell'istone acetiltransferasi p300/EP300, come suggerito da studi 
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precedenti (Marosi et al., 2016). Pertanto, l’up-modulazione del BDNF indotta dalla 

chetosi potrebbe aver contribuito ai miglioramenti morfologici osservati in termini di 

complessità della rete neuronale. 

 

CONLUSIONI 

 

In sintesi, la KD si è configurata come un approccio multifunzionale nell’ambito 

dell’ASD, favorendo effetti antinfiammatori sia a livello periferico che cerebrale 

mediante la significativa modulazione di importanti citochine pro-infiammatorie e dello 

stress ossidativo, grazie alle sue capacità antiossidanti e alla riduzione della 

perossidazione lipidica. Inoltre, la KD ha influenzato la composizione del microbiota 

intestinale, aumentando l’abbondanza relativa di batteri associati ad effetti neuroprotettivi 

e normalizzando i livelli aberranti dei Lactobacilli nei BTBR. Questi effetti potrebbero 

riflettersi nei risultati positivi osservati a livello comportamentale e molecolare, 

rimarcando l'importanza di considerare l’interazione tra l'asse intestino-cervello e l'ASD. 

A supporto di ciò, lo screening di 5 ceppi di Lactobacilli ha mostrato impatti differenziati 

sul comportamento, sottolineando la necessità di esaminare la diversità del microbiota nel 

contesto dell'autismo e indicando il ceppo LS7892 come un ottimo candidato per la 

gestione della sintomatologia di questa sindrome. Inoltre, l'analisi in vitro ha rivelato una 

rete neuronale compromessa nei BTBR, evidenziando interazioni tra cambiamenti 

citoscheletrici e regolazione sinaptica, insieme a importanti dinamiche nell’espressione 

del BDNF. È degno di nota che la chetosi abbia agito in modo significativo come 

modulatore della rete neuronale, orchestrando e stabilizzando le connessioni neuronali ad 

una configurazione simile a quella osservata nei neuroni del ceppo neurotipico e 

aumentando significativamente i livelli del BDNF. Questa scoperta offre nuove 

prospettive per la comprensione delle basi fisiopatologiche dell’ASD dimostrando, al 

contempo, l’azione della chetosi nella riorganizzazione neuronale. 

In conclusione, il presente progetto di ricerca ha fornito evidenze consistenti sull'efficacia 

della chetosi nel mitigare sia i sintomi che le alterazioni molecolari associate all'ASD nel 

modello BTBR. Contestualmente, ha contribuito a rivelare nuovi dettagli molecolari 

fondamentali, offrendo basi solide per lo sviluppo di nuove terapie nell'ambito di questa 

sindrome. 

Tuttavia, emerge la necessità di ulteriori approfondimenti. I limiti della mia ricerca 

includono la mancanza di un'analisi dettagliata dei pathways sottostanti gli effetti 
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antinfiammatori della KD, così come la mancata valutazione della barriera intestinale, 

della BBB e del profilo metabolomico. Inoltre, sarebbe auspicabile monitorare gli effetti 

benefici a lungo termine. Questi aspetti risultano cruciali per comprendere appieno le 

connessioni tra la KD e i sintomi dell'autismo, nonché gli aspetti molecolari legati alla 

sindrome stessa. Di conseguenza, coerentemente con i risultati ottenuti, suggerisco che 

futuri studi si concentrino su questi aspetti. Inoltre, una prospettiva promettente da 

esplorare è l'utilizzo di supplementi e approcci dietetici, volti a simulare la chetosi, 

integrando probiotici, prebiotici o simbiotici. Tale strategia, come evidenziato da uno 

studio recente, ha ridotto significativamente le crisi epilettiche nei topi, ritardandone 

l'insorgenza, rispetto a quelli che seguono solo la KD o una dieta normale. In particolare, 

il simbiotico utilizzato non solo ha influenzato positivamente il profilo lipidico, con una 

riduzione dei livelli di trigliceridi e colesterolo, ma ha anche portato ad un aumento dei 

livelli di GABA (Eor et al., 2021). Questi risultati suggeriscono che un approccio 

integrato, basato su una chetosi simulata e sull'uso mirato di modulatori del microbiota 

intestinale, potrebbe potenziare gli effetti della KD e al contempo ridurre gli effetti 

collaterali legati alla sua poca tollerabilità, rappresentando una potenziale strategia per lo 

sviluppo di terapie efficaci per l’ASD. 
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