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INTRODUZIONE 

Gli esseri umani hanno da tempo riconosciuto le proprietà uniche dei metalli. I metalli 

costituiscono la maggior parte degli elementi della tavola periodica e sono quindi 

abbondanti in natura. Grazie all’unicità delle loro caratteristiche chimiche come 

riflettività, malleabilità, duttilità e conduttività, i metalli sono usati per numerosi scopi: 

gioielli, monete, mezzi di trasporto, cavi, batterie, microchip, pigmenti sono solo alcuni 

esempi della loro utilità nella nostra vita quotidiana ma, il lato opposto della medaglia, 

rivela la natura altamente tossica di questi elementi.  

I metalli sono classificati come essenziali o non essenziali a seconda del loro ruolo 

fisiologico nei viventi, come cofattori enzimatici o per incorporazione in metalloproteine 

(Tabella 1). A differenza dei metalli non essenziali che non hanno funzioni biologiche 

conosciute, i metalli essenziali mostrano una risposta ormetica, dove un apporto 

eccessivo o carente è deleterio (Figura 1). Ciò significa che l’intervallo di 

concentrazione fisiologica ottimale è relativamente piccolo e deve essere strettamente 

controllato. Dall’altro lato, piccole quantità di metalli non essenziali promuovono una 

grave tossicità poiché interrompono l’attività fisiologica dei metalli essenziali. 

 

Figura 1. Curva dose-risposta degli elementi essenziali (A) e non essenziali (B). A livello atomico solo 

quattro dei 118 elementi chimici attualmente conosciuti (cioè ossigeno, carbonio, idrogeno e azoto) 

costituiscono il 96% della massa corporea nell’uomo. Il 3,5% è composto da sette elementi chimici ovvero 

calcio, fosforo, zolfo, potassio, sodio, cloro e magnesio. I restanti costituenti sono oligoelementi tra cui 

ferro, zinco, manganese, rame, iodio, cromo, molibdeno, selenio, e cobalto sono considerati elementi 

nutrizionali essenziali per l’uomo. 
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Il cadmio (Cd) è un metallo pesante tossico appartenente al gruppo dei principali 

inquinanti chimici ambientali e professionali nei paesi industrializzati [1-3]. Il progresso 

tecnologico e l’industrializzazione del XX secolo hanno portato al crescente utilizzo di 

questo elemento con la conseguente immissione diffusa a livelli tali da minacciare la 

salute degli esseri umani e degli animali. 

A causa della sua persistenza nell’ambiente, nonostante la continua implementazione 

delle misure volte a ridurne le emissioni, le previsioni indicano che l’esposizione della 

popolazione generale a questo metallo tossico crescerà nei prossimi decenni mettendo in 

pericolo la salute pubblica, per cui si rende necessario individuare strumenti utili a 

combattere la sua tossicità [4, 5]. 

Tabella 1. Metalli essenziali e non essenziali 

 Metalli Non Essenziali 

Metalli Essenziali non radioattivi Radioattivi 

Potassio 

Calcio 

Alluminio* 

Arsenico* 

Nettunio 

Polonio 

Cobalto* Cadmio* Plutonio 

Rame* Cromo* Tallio* 

Ferro* Piombo* Torio 

Magnesio Mercurio* Uranio* 

Manganese* Nichel*  

Molibdeno Stagno*  

Selenio* Titanio*  

Sodio   

Zinco*   

*metallo caratterizzato come neurotossico 
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CAPITOLO 1: CADMIO 

1.1 FORMA CHIMICA E PROPRIETÀ DEL CADMIO 

Scoperto dal chimico tedesco Friedrich Strohmeyer nel 1817, il cadmio (Cd) appartiene 

al gruppo XII della tavola periodica degli elementi chimici. Questo metallo malleabile, 

tenero, duttile e dall’aspetto bianco-argenteo è chimicamente simile allo zinco e al 

mercurio nelle sue proprietà fisiche e chimiche (Tabella 2). Il suo peso atomico risulta 

da una miscela di otto isotopi stabili. Inoltre, come per lo zinco, il Cd predilige lo stato 

di ossidazione +2 nella maggior parte dei suoi composti. Il Cd puro è resistente alla 

corrosione, insolubile in acqua e non infiammabile [6]. 

Nell’atmosfera il Cd è rapidamente ossidato per formare ossido di cadmio. Tuttavia, 

quando sono presenti gas o vapori reattivi come anidride carbonica, vapore acqueo, 

anidride solforosa, triossido di zolfo o acido cloridrico, il Cd reagisce per produrre 

carbonato, idrossido, solfito, solfato o cloruro di Cd, rispettivamente. Diversi composti 

inorganici del Cd sono abbastanza solubili in acqua ad es. acetato, cloruro e solfato di 

Cd; mentre ossido, carbonato e solfuro di Cd sono quasi insolubili [7]. 

Tabella 2. Proprietà fisiche e chimiche del cadmio. 

Numero atomico 48 

Peso atomico  112,41 u 

Raggio atomico  155 pm 

Configurazione elettronica  [Kr] 4d
10

5s
2
 

Punto di fusione  321,07 °C 

Punto di ebollizione  767,3 °C 

Densità a 20 °C  8,65 g/cm
3
 

Calore di fusione  6,21 kJ/mol 

Entalpia di vaporizzazione  99,6 kJ/mol 

Elettronegatività (scala di Pauling)  1,69 

Energia di prima ionizzazione  867,8 kJ/mol 

Energia di seconda ionizzazione  1631,4 kJ/mol 
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Il Cd è un elemento piuttosto raro in natura, principalmente associato ai minerali di 

zinco, piombo e rame. L’attività vulcanica, il graduale processo di erosione e abrasione 

delle rocce e del suolo, gli incendi boschivi sono tra le principali, ma trascurabili, fonti 

naturali di Cd nell’ambiente. 

Le fonti antropiche, che rappresentano la quasi totalità dell’aumento delle concentrazioni 

di Cd immesso nell’ambiente, derivano dalla fusione e raffinazione del nichel e del 

rame, combustione di combustibili fossili, uso di fertilizzanti fosfatici e fanghi di 

depurazione. Il Cd è presente come inquinante nelle fonderie di metalli non ferrosi per la 

produzione delle leghe e nel riciclaggio dei rifiuti elettronici. Anche le miniere di zinco, 

piombo e rame contribuiscono al rilascio di questo metallo nell’atmosfera, con 

conseguente contaminazione del suolo [8]. 

Nelle aree contaminate, la polvere domestica e gli ambienti indoor poco ventilati 

rappresentano una potenziale via di esposizione [9].  

Viene utilizzato anche come stabilizzante nei prodotti in polivinilcloruro (PVC), nella 

cadmiatura di oggetti metallici per proteggerli dalla corrosione [10], nella produzione di 

batterie Ni-Cd, nelle barre di moderazione dei reattori nucleari al fine di controllare la 

reazione di fissione nucleare tramite la cattura dei neutroni [7, 11, 12]. 

Nonostante le limitazioni a causa della sua tossicità, come nel caso delle batterie Ni-Cd 

sostituite con batterie al nichel-metallo idruro e agli ioni di litio, uno dei suoi nuovi usi è 

come semiconduttore al tellururo di cadmio nei pannelli solari [13].  

I pigmenti a base di Cd sono comunemente usati nei gialli (solfuro di cadmio), aranci e 

nei rossi (sulfoseleniuro di cadmio). Claude Monet e Vincent Van Gogh furono i primi 

ad utilizzare il giallo, l’arancione e il rosso cadmio nelle loro opere per brillantezza, 

buona persistenza nel tempo ed ottima capacità di tinteggiatura. Il loro più ampio 

impiego è nella colorazione industriale della plastica in grado di resistere a temperature 
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di lavorazione elevate. Oggigiorno, i coloranti di cadmio sono stati parzialmente 

sostituiti da coloranti azoici [14]. 

Anche se non ha alcuna funzione biologica nota negli organismi superiori, una anidrasi 

carbonica Cd-dipendente (CDCA1) è stata scoperta nelle diatomee appartenenti alla 

specie Thalassiosira weissflogii. Queste microalghe unicellulari vivono in condizioni 

ambientali di limitazione dello zinco che viene sostituito dal Cd nel sito attivo 

dell’enzima come ione metallico catalitico [15]. 

1.2 FONTI E LIVELLI DI ESPOSIZIONE NELLA POPOLAZIONE 

Il Cd è un inquinante introdotto nell’ambiente come risultato del rapido sviluppo 

industriale e delle moderne tecnologie [16]. 

L’esposizione ambientale al Cd e le conseguenti ricadute sulla salute umana sono state 

per la prima volta riscontrate a partire dal 1912, nella prefettura di Toyama (Giappone). 

Il Cd, rilasciato ad opera delle attività di estrazione mineraria, era trasportato dal fiume 

Jinzū in pianura, dove l’acqua contaminata veniva utilizzata per l’irrigazione delle risaie. 

Pertanto, il consumo di riso è stata la via principale di esposizione per la popolazione 

[17, 18]. Si verificò un avvelenamento di massa che fu causa della sindrome Itai-Itai 

(letteralmente “sindrome ahi-ahi”), caratterizzata da un’ampia gamma di sintomi ovvero 

basso grado di mineralizzazione ossea, associata a grave decalcificazione, alto tasso di 

fratture e distorsione delle ossa lunghe, osteomalacia, osteoporosi e dolore osseo intenso 

(da qui il nome della sindrome). Altre complicazioni includevano anemia, insufficienza 

renale e disfunzioni gastrointestinali [19, 20]. Elevati livelli di Cd furono riscontrati 

nelle urine dei soggetti affetti e nel 1968 la malattia venne dichiarata dal governo 

giapponese come malattia correlata all’inquinamento ambientale [19]. 

A causa della sua diffusa presenza, il Cd viene assorbito da parte di colture e ortaggi 

destinati al consumo umano in quantità elevate in seguito a contaminazione di acqua, 
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suolo e aria [7]. Tra gli alimenti che presentano alte concentrazioni di Cd sono compresi 

crostacei, molluschi bivalvi, ostriche, cefalopodi e granchi, frattaglie come fegato e rene, 

semi oleosi, cacao, fagioli e alcuni funghi selvatici [21]. Gli alimenti vegetali, a seconda 

del livello di contaminazione del suolo, contengono generalmente concentrazioni più 

elevate rispetto a carne, uova, latte e latticini. Tra questi, riso e grano, verdure a foglia 

verde, patate, carote e sedano possono contenere concentrazioni più elevate del metallo 

rispetto ad altri alimenti di origine vegetale e fornire circa il 40-50% del metallo ingerito 

[22-24]. Pertanto, i soggetti che prediligono una dieta ricca in questi alimenti possono 

essere esposti ad una maggiore assunzione di Cd [25]. A seconda della composizione 

della dieta, così come la qualità dei pasti consumati, la quantità totale di questo metallo 

tossico ingerito nei paesi industrializzati varia da 10 μg a oltre 200 μg al giorno [23, 26-

29] di cui in media il 3-8% e, in caso di carenze nutrizionali nei microelementi anche 

fino al 30%, viene assorbito nell’intestino [22, 30-34].  

Nell’Unione Europea, l’assunzione settimanale di Cd attraverso l’alimentazione varia da 

1 a 5,4 μg/kg di peso corporeo [1, 22, 23, 26]. Pertanto, l’esposizione cronica al Cd nella 

porzione dei non fumatori della popolazione è principalmente causata dal consumo di 

cibo contaminato con questo xenobiotico, mentre il fumo da tabacco rappresenta una 

significativa fonte aggiuntiva di intossicazione a questo elemento. Una sigaretta contiene 

da 0,5 a 2 μg di Cd e circa il 10-20% dell’elemento inalato attraverso il fumo viene 

assorbito nei polmoni [27, 35]. È stato stimato che consumare 20 sigarette al giorno 

equivale all’inalazione di circa 0,2-4 μg di Cd [35, 36]. 

Secondo l’Organizzazione Mondiale della Sanità (OMS) e l’Organizzazione delle 

Nazioni Unite per l’alimentazione e l’agricoltura (FAO), la dose settimanale tollerabile 

di Cd, definita come la quantità di questo metallo che può essere consumata 

settimanalmente nell’arco della vita senza rischi considerevoli per la salute umana, 

inizialmente ammontava a 7 μg/kg di peso corporeo (cioè 70 μg/giorno per una persona 
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del peso di 70 kg) [37]. Tuttavia, studi epidemiologici hanno indicato che possono 

verificarsi effetti nocivi sulla salute in seguito all’esposizione a questo xenobiotico al di 

sotto del valore stabilito dall’OMS/FAO [38-43]. A causa del fatto che il limite stabilito 

per la dose settimanale tollerabile di Cd non ha fornito un margine di sicurezza 

sufficiente a contrastarne la tossicità, nel 2009, l’Autorità Europea per la Sicurezza 

Alimentare (EFSA) ha stabilito che l’assunzione settimanale tollerabile di Cd non deve 

superare il valore di 2,5 μg/kg di peso corporeo, che corrisponde ad un’assunzione 

giornaliera di 25 μg di questo elemento per una persona che pesa 70 kg  [1]. Nel 2010, 

FAO/OMS ristabilirono la soglia mensile pari a 25 μg/kg di peso corporeo, ovvero 56-62 

μg/giorno per una persona dal peso di 70 kg [44]. 

L’assunzione giornaliera di Cd tramite l’alimentazione varia tra i diversi Paesi a seconda 

del grado di inquinamento. La maggiore assunzione di questo metallo, che raggiunge i 

188–224 μg al giorno, è stata rilevata in Thailandia [27]; mentre le più basse, pari a 10 

μg al giorno, sono state registrate in Svezia [23]. Tra i Paesi europei, la Polonia si attesta 

il primato con livelli di assunzione che variano da 11 μg fino a 120 μg al giorno [28, 29]. 

Le concentrazioni di Cd determinate nel sangue e nelle urine, indicatori principali di 

esposizione a questo metallo, confermano che l’esposizione dei cittadini polacchi a 

questo elemento è maggiore rispetto ai residenti degli altri paesi [45]. 

L’esposizione professionale costituisce un’ulteriore fonte, aggiuntiva a quella 

alimentare, per quei lavoratori impiegati nella produzione e nell’uso industriale del 

cadmio (vedi sezione 1.1). Professioni ad alto rischio di esposizione includono saldatori, 

minatori, fonditori, fabbri e altre professioni coinvolte nella produzione di batterie, 

munizioni, microchip e circuiti stampati, motori a reazione e smalti [46]. 

La via di esposizione è dunque un determinante fondamentale della tossicità: le polveri e 

i vapori di Cd vengono assorbiti soprattutto per inalazione, ingestione e in minima parte 
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per via transdermica e attraverso le mucose. Anche se sono state le meno studiate, la via 

transdermica e quella oculare rappresentano due significative modalità di esposizione: 

polveri e vapori, attraverso il contatto con le ferite o gli occhi, possono permettere 

l’ingresso del metallo direttamente nel flusso sanguigno [47-50]. 

L’assorbimento gastrointestinale dopo ingestione di Cd è relativamente scarso, con stime 

di biodisponibilità che si attestano al 10%, mentre quello attraverso l’inalazione è molto 

più efficiente, con una biodisponibilità fino al 25%. Tuttavia, la dose totale assorbita 

attraverso i polmoni dipende anche dalla dimensione delle particelle inalate. È più 

probabile che particelle piccole (< 0,1µm) penetrino negli alveoli, dove si verifica 

l’assorbimento [46]. 

Il Cd è caratterizzato da forti proprietà cumulative negli organismi viventi [27, 51]. 

Fattori fisiologici e nutrizionali possono modificarlo: è stato stabilito che il carico 

corporeo di Cd nelle donne è maggiore rispetto agli uomini [34, 52]. Infatti, a causa del 

maggiore fabbisogno di ferro, ad esempio in caso di gravidanza, le riserve corporee di 

ferro possono ridursi con conseguente induzione del sistema di assorbimento del metallo 

a livello duodenale. La competizione con il Cd per gli stessi trasportatori, associata ad 

una dieta carente in ferro risulta nel maggiore assorbimento intestinale e accumulo 

nell’organismo di Cd [31, 33]. Età, sesso, dieta e condizione di salute della persona 

esposta sono tra i principali fattori che determinano l’assorbimento e l’accumulo del Cd 

ingerito [22, 51]. La capacità di assorbimento gastrointestinale di questo xenobiotico è 

determinata in modo significativo dal contenuto alimentare di alcuni elementi essenziali 

(zinco, magnesio, selenio, calcio e ferro), vitamine e altre sostanze attive biologicamente 

presenti nella dieta, compresi i polifenoli. La carenza di alcuni bioelementi può 

aumentare l’assorbimento gastrointestinale e l’accumulo di Cd nell’organismo [31, 32, 
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34, 53, 54], mentre una migliore assunzione può limitarne l’assorbimento e la tossicità 

[32, 55-61]. 

1.3 METABOLISMO DEL CADMIO 

Indipendentemente dalla via di ingresso, i metalli vengono trasportati e distribuiti, 

attraverso la circolazione sistemica, ai vari organi e tessuti. Si tratta di un processo 

fisiologico di distribuzione dei metalli essenziali verso le aree di fabbisogno che viene 

dirottato dai metalli tossici non essenziali. I tessuti che accumulano metalli sono 

coinvolti nella loro disintossicazione ed eliminazione (fegato e reni), nel loro deposito 

(tessuto osseo) oppure possiedono una naturale elevata domanda di tali elementi 

(sistema nervoso centrale e cuore). 

Il Cd, una volta assorbito dall’organismo, si lega alle proteine delle membrane 

eritrocitarie e plasmatiche ed è trasportato in questa forma principalmente nel fegato. In 

questo organo ioni Cd
2+

 vengono rilasciati dalle proteine trasportatrici e inducono la 

sintesi delle metallotioneine (MT), proteine a basso peso molecolare (6-7 kDa) ricche di 

gruppi sulfidrilici (gruppi -SH) dando luogo alla formazione di complessi Cd-MT. Se da 

un lato le MT giocano un ruolo importante nella disintossicazione da Cd, dall’altro, 

l’accumulo dei complessi all’interno degli epatociti [55, 62-64] costituisce il 

meccanismo attraverso il quale lo xenobiotico viene ritenuto all’interno dei tessuti [65]. 

Infatti, se la maggior parte del Cd legato alle MT viene immagazzinato nel fegato, 

piccole quantità di questi complessi vengono anche rilasciati nella circolazione sistemica 

attraverso la quale raggiungono il rene. In quest’organo, a causa del loro basso peso 

molecolare, i complessi vengono filtrati dai glomeruli renali passando nel fluido tubulare 

[62-64]. All’interno di tali cellule, i complessi Cd-MT, ad opera di enzimi lisosomiali, 

subiscono una scissione con il conseguente rilascio di ioni Cd
2+

. A loro volta, gli ioni 

Cd
2+

 inducono la sintesi di MT da parte dei reni, accumulandosi anche all’interno di tali 
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organi. Tuttavia, i complessi Cd-MT hanno emivita breve poiché, a loro volta, si 

decompongono rilasciando nuovamente ioni Cd
2+

 [62]. Inoltre, la capacità del fegato e 

dei reni di sintetizzare le MT è limitata, e nel caso in cui gli ioni Cd
2+

 non possono 

essere ulteriormente complessati mediante il loro legame con queste proteine, vengono 

trattenuti sotto forma di ioni Cd
2+

 liberi [62, 63]. 

La lunga emivita (1-3 decenni) del Cd è dunque promotrice della sua azione tossica 

nell’uomo [1, 5, 51]. 

1.4 ESPOSIZIONE E TOSSICITÀ 

Durata dell’esposizione, dose e forma chimica, dieta [22], età, sesso [34, 66], stato di 

salute delle persone esposte sono tra i principali fattori che concorrono a determinare gli 

effetti patofisiologici dell’esposizione al metallo [27, 33]. 

La tossicità acuta al metallo è spesso causata dall’improvvisa esposizione ad una dose 

elevata del metallo. Questo tipo di esposizione di solito deriva da incidenti industriali, 

contaminazioni accidentali di approvvigionamenti alimentari e avvelenamenti. I sintomi 

da esposizioni acute sono generalmente gravi e ad insorgenza rapida. L’ingestione di 

dosi superiori a 3 mg induce rapidamente vomito spesso sanguinolento associato a 

dolore addominale intenso, diarrea e mialgia, con conseguente alterazione dell’equilibrio 

idroelettrolitico e ipovolemia. I disturbi emodinamici sono responsabili 

dell’insufficienza renale acuta, associata alla tossicità renale diretta del Cd. In caso di 

avvelenamento, il paziente muore entro poche ore in un quadro di collasso 

cardiovascolare, acidosi metabolica e coagulopatia [67, 68]. L’inalazione di fumi di 

ossido di cadmio può causare febbre, nota come “febbre del saldatore” e polmonite 

chimica [69, 70]. I sintomi iniziali compaiono da 4 a 8 ore dopo l’esposizione e 

includono una sindrome simil-influenzale associata a febbre transitoria solitamente tra 

39 e 40 °C, una sensazione di malessere generale con brividi, mal di testa, mialgia, 
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nausea e vomito con sensazione di gusto metallico in bocca. I sintomi respiratori sono 

generalmente moderati con segni di irritazione delle vie aeree superiori e dispnea. Nel 

caso di polmonite chimica acuta, chiamata in questo caso polmonite cadmica, sono 

presenti segni di irritazione delle vie respiratorie tra cui tosse secca e dispnea, 

accompagnate da dolore retrosternale, febbre, cefalea, mialgia e leucocitosi [71-75]. La 

polmonite cadmica peggiora rapidamente e può portare a broncoalveolite emorragica, 

con la morte del paziente nel 10-25% dei casi. Raramente sono associate insufficienza 

epatica e renale [76].  

La tossicità cronica è causata dall’esposizione a lungo termine che, nella maggior parte 

dei casi, si può realizzare sia in ambito professionale che residenziale per prossimità con 

centri industriali e con ambienti inquinati dal metallo. Di solito le esposizioni croniche si 

verificano a dosi inferiori rispetto alle esposizioni acute, e quindi la tossicità da 

esposizione cronica risulta dalla distribuzione e dall’accumulo nel tempo di Cd nei 

tessuti. Per definizione, la tossicità cronica è tardiva e ci sono casi in cui un individuo 

inizia a sviluppare in modo evidente segni di tossicità anni dopo aver lasciato l’ambiente 

professionale. La sintomatologia risulta essere spesso subdola, invisibile e non 

direttamente correlabile all’esposizione al metallo, complicandone la diagnosi. Il rene è 

l’organo bersaglio dell’avvelenamento cronico da Cd. Le manifestazioni precoci sono 

caratterizzate da nefropatia tubulare prossimale con escrezione di proteine a basso peso 

molecolare (ad es. proteina legante il retinolo, α1-microglobulina, β2-microglobulina). 

Si associano enzimuria (ad es. N-acetilglucosaminidasuria), amminoaciduria, glicosuria, 

ipercalciuria e iperfosfaturia, con conseguente insorgenza di urolitiasi. In una fase più 

avanzata, il Cd può compromettere la funzione glomerulare fino all’instaurarsi di 

insufficienza renale [77]. Il fegato, oltre ai reni, è il principale sito di accumulo di Cd nel 

corpo e, sebbene sottovalutata in passato, indagini recenti hanno dimostrato una 

connessione tra esposizione cronica a questo elemento ed insufficienza epatica [42, 78]. 
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L’avvelenamento cronico da Cd può causare osteomalacia e talvolta osteoporosi diffusa 

[46]. Si ritiene che la tossicità ossea del Cd sia il risultato, da un lato, dell’escrezione 

renale di fosfati e calcio e, dall’altro, dell’alterazione del metabolismo di alcuni ormoni 

calciotropi nonché dell’effetto osteotossico diretto del Cd [79]. Il dente giallo cadmico, 

una pigmentazione gialla dello smalto che inizia a livello del collo del dente e si estende 

verso il bordo libero, è un segno della caratteristica impregnazione cronica di cadmio 

[80]. L’inalazione a lungo termine di bassi livelli di Cd può portare a rinite cronica, 

iposmia e persino anosmia [81]. Nei casi più gravi ricorrono malattie polmonari 

ostruttive croniche ed enfisema polmonare [82]. Insieme a forti effetti teratogeni e 

mutagenici, il Cd mostra effetti avversi sia sul sistema riproduttivo maschile che 

femminile, sulla loro fertilità [83] e sull’esito della gravidanza, causando perturbazione 

dello sviluppo placentare e fetale [84]. Il Cd induce alterazione della steroidogenesi ed è 

considerato un interferente endocrino capace di legarsi, regolandone attività ed 

espressione, ai recettori degli estrogeni [85]. Recentemente, è stato inoltre proposto un 

potenziale coinvolgimento del Cd nella patologia vascolare [86-89] e del rischio di 

emorragia subaracnoidea [90]. 

L’Agenzia internazionale per la ricerca sul cancro (AIRC) ha classificato il Cd e i suoi 

composti come cancerogeni per l’uomo (Gruppo 1) [12, 91]. Esistono prove sufficienti 

del fatto che l’esposizione professionale a lungo termine (ad esempio attraverso i fumi di 

cadmio) contribuisce allo sviluppo di neoplasie polmonari [92]. Recenti dati 

epidemiologici indicano anche che l’esposizione a questo metallo tossico è correlabile 

con tumori della prostata [40], della mammella [93, 94], del rinofaringe [95], della 

vescica urinaria [96], del pancreas [97] e dei reni [98]. 
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CAPITOLO 2: NEUROTOSSICITÀ DA CADMIO 

Il sistema nervoso centrale (SNC) è particolarmente vulnerabile all’esposizione al Cd. In 

animali da esperimento il Cd induce disturbi comportamentali, cambiamenti 

neurochimici e lesioni cerebrali, mentre nell’uomo l’avvelenamento acuto da Cd 

produce sintomi di parkinsonismo [99]. 

In soggetti affetti da malattia del motoneurone, la concentrazione di Cd nel sangue è 

risultata essere più elevata rispetto ai controlli [100, 101]. 

L’esposizione al Cd può generare disturbi neurocomportamentali nell’adulto. I lavoratori 

anziani possono essere più suscettibili all’aumento del carico corporeo di Cd e possono 

sviluppare una polineuropatia periferica (PNP) nel tempo [102]; inoltre attenzione, 

velocità psicomotoria, memoria [103], funzionalità visuo-motoria [104] erano 

significativamente ridotte. 

Studi epidemiologici hanno associato un’esposizione cronica ai metalli con un rischio 

maggiore di sviluppare diverse patologie neurodegenerative e progressive, come morbo 

di Alzheimer [105], malattia di Parkinson [99], sclerosi laterale amiotrofica [106], 

malattia di Huntington e atassie [107]. 

Il Cd è implicato nei difetti dello sviluppo umano e nelle disfunzioni cognitive [108, 

109]. L’esposizione al Cd durante la gestazione (il metallo è in grado di attraversare la 

placenta e raggiungere il feto [110]) e/o l’allattamento è stata correlata alla 

compromissione delle abilità verbali e basso rendimento scolastico nei bambini [109], 

scarse funzioni percettive e motorie nonché disturbi comportamentali come iperattività e 

deficit dell’attenzione [111, 112]. 
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2.1 MECCANISMI MOLECOLARI NELLA NEUROTOSSICITÀ DA CADMIO 

2.1.1 INDUZIONE DELLO STRESS OSSIDATIVO 

Lo stress ossidativo colpisce numerose componenti cellulari come DNA, lipidi e 

proteine, attraverso reazioni di ossidazione. Queste alterazioni strutturali producono 

cambiamenti significativi nella funzione e possono essere l’origine di svariate patologie. 

Studi recenti hanno dimostrato che metalli come ferro, rame, cadmio, cromo, piombo, 

mercurio, nichel e vanadio producono specie reattive dell’ossigeno, con conseguente 

aumento della perossidazione lipidica (LPO), deplezione di sulfidrili, omeostasi alterata 

del calcio e infine danno al DNA [113-117]. 

Le specie reattive dell’ossigeno (Reactive Oxygen Species, ROS) vengono prodotte 

continuamente nei tessuti, tra le altre fonti, dall’azione del sistema di trasporto degli 

elettroni e della nicotinammide adenin dinucleotide fosfato (NADPH) ossidasi. Per 

antagonizzare il danno ossidativo, la cellula dispone di diversi sistemi di difesa 

antiossidante tra i quali è compresa l’azione di alcuni enzimi, questi includono: la 

catalasi coinvolta nella detossificazione da perossido di idrogeno, la superossido 

dismutasi (SOD) per contrastare l’anione superossido e la glutatione perossidasi (GPX) 

che neutralizza sia il perossido di idrogeno che i perossidi lipidici; inoltre, altre molecole 

come glutatione, ceruloplasmina e transferrina, indirettamente coinvolte nell’azione 

antiossidante, prevengono i danni ai tessuti indotti dai radicali liberi [118, 119].  

La sovrapproduzione di radicali liberi può derivare da interazioni indirette del Cd in siti 

cellulari critici o come conseguenza dell’inibizione dei meccanismi protettivi. 

L’interazione del Cd con i siti mitocondriali induce la formazione di ROS, dissipazione 

del potenziale di membrana mitocondriale e riduzione dei livelli di glutatione 

intracellulare. Lo stress ossidativo risultante porta all’attivazione del sistema di difesa 

antiossidante della cellula [117]. La perossidazione lipidica produce una progressiva 
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perdita della fluidità della membrana, riducendo così il potenziale di membrana e 

aumentando la sua permeabilità a ioni come Ca
2+

 [120]. Inoltre, l’alterazione indotta 

all’integrità strutturale dei lipidi colpisce secondariamente gli enzimi di membrana come 

Na
+
/K

+
-ATPasi [121, 122]. 

Inoltre, l’esposizione di animali da esperimento al Cd causa alterazioni in specifiche 

regioni dell’encefalo [114]. Nei ratti adulti co-esposti a etanolo e Cd, c’è un aumento 

della LPO indotto dal Cd nel corpo striato e nella corteccia cerebrale [123]. Il Cd induce 

anche un significativo aumento della produzione di radicali liberi e conseguente LPO 

nell’encefalo dei ratti in via di sviluppo [124]. 

2.1.2 INTERFERENZA CON ALTRI METALLI 

Il Cd interferisce con biometalli essenziali come zinco, magnesio, selenio, calcio e ferro, 

alterando la loro omeostasi e perturbando anche le loro funzioni biologiche [58, 60, 

125]. Nello specifico, i cambiamenti nell’omeostasi della concentrazione citosolica di 

Ca
2+

 possono influenzare la regolazione di molte funzioni neuronali [126]. L’eccitazione 

neuronale provoca un aumento transitorio del Ca
2+

 intracellulare, che a sua volta media 

una risposta neuronale. L’aumento del Ca
2+

 intracellulare è mediato dall’apertura dei 

canali voltaggio-dipendenti e dal suo rilascio dai suoi depositi intracellulari. Il Ca
2+

 

intracellulare torna ai livelli basali mediante pompe del Ca
2+

 ATP-dipendenti, 

scambiatori Na
2+

/Ca
2+

, proteine di legame del Ca
2+

 e sequestro nel reticolo 

endoplasmatico (ER) e nei mitocondri [127, 128]. 

Il Cd inibisce tutte le vie note dell’afflusso cellulare del Ca
2+

, agisce come ione 

competitivo per i canali del Ca
2+

 voltaggio-dipendenti ed è un potente bloccante del 

rilascio Ca
2+

-dipendente di neurotrasmettitori [129-131]. Inoltre, l’effetto bloccante 

indotto da Cd sui canali del Ca
2+

 influisce sulle attività bioelettriche [104, 132]. 
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Di straordinaria importanza per le sue funzioni, il ferro (Fe) è coinvolto nel trasporto 

dell’ossigeno, nella sintesi del DNA, nella respirazione mitocondriale, nella sintesi della 

mielina, nella sintesi e nel catabolismo dei neurotrasmettitori [133-135]. L’assorbimento 

di Fe da parte del SNC richiede passaggi multipli e avviene con meccanismi simili a 

quelli attivati nell’intestino tenue. Il sistema transferrina/recettore della transferrina 

(Tf/TfR) è il principale meccanismo coinvolto nel trasporto del Fe attraverso la BBB. 

Nel SNC, gli astrociti regolano l’omeostasi del Fe mediante i trasportatori DMT1 

(divalent metal transporter 1) e ferroportina [136, 137]. Il Fe agisce come cofattore della 

triptofano idrossilasi, della tirosina idrossilasi e della fenilalanina idrossilasi, 

responsabili della sintesi di serotonina e di dopamina, con azione sulle funzioni emotive, 

cognitive e motorie [138]. Inoltre, il Fe media anche il catabolismo di questi 

neurotrasmettitori, fungendo da cofattore per le monoamino ossidasi (MAO) [139]. Gli 

oligodendrociti presentano il maggiore fabbisogno di Fe [138, 140, 141] necessario per 

la produzione di mielina [138, 141]. 

Il manganese (Mn) svolge un ruolo importante nella difesa antiossidante, nel 

metabolismo energetico, nella risposta immunitaria e nella regolazione delle attività 

neuronali [142-144]. Ad oggi non è possibile assegnare un trasporto esclusivo del Mn ad 

uno specifico trasportatore per cui il suo flusso è mediato da trasportatori comuni ad altri 

ioni tra cui il trasportatore DMT1 [145], il sistema Tf/TfR [146-149] e la ferroportina 

[150]. Similmente al Fe, anche il Mn agisce come cofattore per molti enzimi come 

arginasi, piruvato carbossilasi, acetilcolinesterasi, glutammina sintetasi e superossido 

dismutasi Mn-dipendente (Mn-SOD) [148, 151], essenziali per la normale funzione 

cerebrale. 

Il Cd interferisce con la biosintesi del gruppo eme [152] e con le proteine IRP (Iron 

Regulatory Protein) che fungono da sensore delle variazioni della concentrazione 

citoplasmatica di Fe. Inoltre, il legame con la transferrina [153] nonché la mancanza di 
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selettività del trasportatore DMT1 [154, 155], rappresentano due aspetti importanti nella 

tossicità da Cd sia per quanto riguarda il Fe che per il Mn. All’interno della cellula, il 

Mn viene veicolato nell’apparato di Golgi necessario nelle attività transferasiche di 

glicosilazione e di solfatazione delle proteine. Il suo trasporto è mediato da pompe del 

Ca
2+

 ATP-dipendenti [156] che possono al contempo veicolare il Cd interferendo sia 

sull’omeostasi del Mn che inibendo alcune di queste attività transferasiche. 

2.1.3 ALTERAZIONI NELLA NEUROTRASMISSIONE 

Anche le alterazioni nei meccanismi di rilascio dei neurotrasmettitori sono implicate 

nella neurotossicità da Cd. Il Cd può bloccare l’afflusso di Ca
2+

 attraverso i canali di 

membrana con conseguente disfunzione nel rilascio dei neurotrasmettitori [157]. Diversi 

studi hanno dimostrato che il Cd inibisce il trasporto della colina nei sinaptosomi [158]. 

La valutazione dei livelli di neurotrasmettitori eccitatori (glutammato e aspartato) e 

inibitori (glicina e GABA) ha evidenziato una loro alterazione nell’amigdala degli 

animali esposti al Cd, suggerendo che il Cd influisce sull’equilibrio 

eccitazione/inibizione della neurotrasmissione sinaptica [159]. 

Il sistema serotoninergico sembra essere particolarmente sensibile all’esposizione al Cd: 

sia le concentrazioni di 5-idrossitriptamina (5-HT) che di acido 5-idrossi-indolacetico (5-

HIAA) sono state trovate aumentate in diverse regioni cerebrali di ratti adulti esposti al 

metallo; al contrario, il contenuto cerebrale di 5-HT e 5-HIAA nelle stesse regioni è 

risultato diminuito nei ratti in via di sviluppo [160, 161]. La diminuzione del contenuto 

di 5-HIAA suggerisce che il Cd impedisca l’uptake di 5-HT [162]. 

Anche il rilascio di dopamina è influenzato dal Cd. I ratti in fase di sviluppo esposti al 

Cd mostrano un aumento del rilascio di dopamina dallo striato e una ridotta attività della 

tirosina idrossilasi [124]. 
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2.1.4 EFFETTO ESTROGENICO 

Lo studio dell’asse ipotalamo-ipofisi-gonade (HPG) in animali esposti al metallo risulta 

di grande interesse poiché i livelli di Cd in aria, acqua, suolo e alimenti sono 

notevolmente aumentati a causa delle emissioni delle attività industriali. 

Il Cd influenza il rilascio circadiano di noradrenalina, un regolatore della secrezione 

ormonale dell’ipotalamo, portando a cambiamenti nei livelli giornalieri di testosterone e 

di ormone luteinizzante (LH) [163]. Negli animali trattati, l’accumulo di Cd risultava 

aumentato nell’ipotalamo e nei testicoli, mentre è stato trovato nell’ipofisi nei soli ratti 

post-puberali. Inoltre, i livelli plasmatici degli ormoni ipofisari (ad esempio LH, ormone 

follicolo-stimolante FSH, prolattina, ormone adrenocorticotropo ACTH) erano alterati in 

seguito all’esposizione [164]. 

Questi dati suggeriscono che il Cd esercita effetti dipendenti legati all’età e che agisce 

sui tre livelli dell’asse ipotalamo-ipofisi-gonade (HPG), alterandone i meccanismi di 

regolazione [165]. 

2.1.5 NEUROGENESI ALTERATA E INCREMENTO DELL’APOPTOSI NEURONALE 

Alla base della neurotossicità Cd-dipendente potrebbe esservi un’alterazione della 

neurogenesi che, a sua volta, indurrebbe una riduzione sia della differenziazione 

neuronale che della crescita dell’assone, portando alla morte delle cellule neuronali 

[166]. Anche se la loro identificazione risulta essere particolarmente difficoltosa, le 

complesse vie molecolari alla base della neurogenesi forniscono una serie di possibili 

target che potrebbero essere influenzati dall’esposizione al Cd. In uno studio condotto su 

zebrafish (Danio rerio), un modello utilizzato per lo studio dello sviluppo del SNC 

grazie alle omologie strutturali e funzionali condivise con quelle dei mammiferi, gli 

embrioni trattati con Cd mostravano bassi livelli trascrizionali dei geni neurogenici ngn1 

e neuroD con conseguente alterazione del neurosviluppo [167]. 
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Diversi studi hanno dimostrato che il Cd induce l’apoptosi in molti tessuti e cellule sia in 

vivo [168] che in vitro [169-171], probabilmente attraverso la via mitocondriale [117]. 

L’apoptosi neuronale indotta da Cd è associata alla produzione massiccia di ROS, 

aumento della LPO e del Ca
2+

 intracellulare [127, 172], dissipazione del potenziale di 

membrana mitocondriale (ΔΨm), rilascio di citocromo C [173, 174], attivazione della 

Caspasi-9 e avvio della cascata proteolitica [174-177]. 

2.1.6 EFFETTI SUL DNA ED ESPRESSIONE GENICA ALTERATA 

Il Cd induce danno sistemico al DNA [178] ed interferisce con i meccanismi deputati 

alla sua riparazione [179]. Ad alte concentrazioni, il metallo induce rotture del DNA e 

alterazioni cromosomiche [180], mentre a concentrazioni più basse, la sua azione è 

quella di inibire i meccanismi di riparazione del DNA, principalmente quelli che si 

attuano per escissione di basi [181, 182]. 

La dimostrazione che il Cd si lega al DNA in modo debole, indica che le alterazioni 

genetiche causate dal metallo non sono da ricercarsi in una sua azione diretta sul DNA, 

quanto piuttosto in meccanismi di tipo epigenetico, ovvero in quei cambiamenti 

dell’espressione genica che si verificano in assenza di alterazioni della sequenza del 

nucleotide ma che sono comunque ereditabili [183]. Tali alterazioni possono avere 

influenze profonde nell’economia cellulare anche se, a differenza di quelle che si 

verificano in conseguenza di mutazioni, sono reversibili e sensibili alle variazioni 

ambientali. 

Tra tutti i processi epigenetici che regolano il comportamento genico inducendone il 

silenziamento, troviamo la metilazione del DNA. Quest’ultima consiste nell’aggiunta di 

un gruppo metile nella posizione 5' dell’anello della citosina nelle isole CpG per formare 

5-metilcitosina (5-MeC) [184]. Se da un lato, svariati studi hanno dimostrato che la 

metilazione del DNA è facilitata dall’esposizione a lungo termine al Cd [185, 186], 
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dall’altro, altri studi indicano che il danno ossidativo al DNA può interferire con 

l’attività delle metiltransferasi, inducendo ipometilazione dei siti CpG [187, 188]. 

Dunque il Cd potrebbe innescare una cascata di eventi che esita sia nell’ipo- che 

nell’iper-metilazione di geni specifici [189], con conseguente espressione genica 

aberrante. Studi evidenziano come i fenomeni epigenetici possono essere alla base degli 

effetti osservati nell’esposizione fetale o nella prima infanzia e l’insorgenza tardiva della 

malattia. Alcuni studi hanno evidenziato che figli di donne esposte al Cd durante la 

gravidanza mostrano ridotte capacità motorie e percettive. Un’elevata presenza di Cd 

nell’organismo dei bambini è correlata a compromessa intelligenza e basso rendimento 

scolastico. Inoltre, un’alterata metilazione del DNA a livello del SNC è correlata a 

sindromi cliniche quali il ritardo mentale e comportamenti di tipo autistico [190]. 

Sebbene i risultati di questi cambiamenti epigenetici siano rimasti inesplorati, data la 

chiara importanza della metilazione del DNA nei processi del neurosviluppo, la 

perturbazione indotta dal metallo sulla metilazione del DNA merita chiaramente ulteriori 

studi. 

L’esposizione al Cd durante lo sviluppo prenatale può determinare cambiamenti duraturi 

o irreversibili nel SNC a causa di una espressione genica alterata [191, 192]. I livelli di 

espressione di alcune proteine specifiche del SNC, quali la neurogranina e la proteina 

basica della mielina, sono regolati dai valori sierici di ormoni tiroidei (THs). Poiché la 

presenza del Cd influisce proprio su questi ultimi, si capisce come l’esposizione al Cd 

possa alterare i livelli di espressione di tali geni [193]. 

2.1.7 METALLI PESANTI E AGGREGAZIONE DELLE PROTEINE 

Alcune malattie neurodegenerative sono associate a un errato ripiegamento di alcune 

proteine che, a sua volta, ne induce anche un’aggregazione. Alcuni studi evidenziano 

infatti che l’alterata omeostasi di alcuni metalli condiziona il meccanismo di 
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ripiegamento di particolari proteine [194-197], facilitando la formazione di aggregati 

neurotossici [198]. È stato infatti dimostrato come l’alterazione delle concentrazioni di 

alcuni metalli di transizione quali Fe
3+

, Zn
2+

, Cu
2+

, Al
2+

 e Pb
2+

 causi l’aggregazione dei 

peptidi Aβ e la formazione delle placche amiloidi caratteristiche della malattia di 

Alzheimer [199]. È stato inoltre dimostrato che il trattamento con Pb
2+

 aumenta i livelli 

di Aβ nel liquido cerebrospinale e nei tessuti cerebrali in topi APP-transgenici (amyloid 

precursor protein) [200]. L’esposizione post-natale al Pb
2+

 in ratti [201] e scimmie [202] 

aumenta il numero di placche amiloidi nella corteccia frontale nell’adulto. 

I modelli in vitro e in vivo hanno dimostrato che il mercurio riproduce tutti i 

cambiamenti patologici osservati nella malattia di Alzheimer (come iperfosforilazione 

della proteina tau ed aumento della formazione di proteina Aβ) [203]. Infatti, 

analogamente al peptide Aβ, la proteina tau può legare ioni metallici multivalenti ed 

avere un effetto pro-aggregante. L’aggiunta di sali di alluminio favorisce la formazione 

di aggregati di proteina tau amorfi, sia in vitro che in colture cellulari [204, 205]. 

Il ruolo dei metalli pesanti nell’eziologia della malattia di Parkinson è almeno in parte 

dovuto alla loro capacità di modulare l’aggregazione di α-sinucleina [206]. 

Stesso discorso per altre malattie neurodegenerative autosomiche dominanti come 

atassie [207, 208] e malattia di Huntington [209], dove l’effetto dell’alterata omeostasi 

degli ioni metallici si esplica attraverso l’aumento dell’esposizione delle sequenze 

idrofobiche, condensazione e conseguente precipitazione degli aggregati. 

2.2 RESISTENZA CELLULARE ALLA NEUROTOSSICITÀ DA CADMIO 

La scoperta nel 1957 di una proteina legante il Cd, ricca di cisteine ha segnato la nascita 

della superfamiglia di polipeptidi a basso peso molecolare delle metallotioneine (MT). 

Le MT costituiscono una famiglia di proteine caratterizzate da un alto contenuto in ioni 

metallici e da un’insolita abbondanza di cisteine, con un peso molecolare di circa 6,5 
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kDa. I gruppi –SH di queste proteine possono complessare sette cationi bivalenti o 

dodici ioni metallici monovalenti [210], distribuiti in due cluster, determinandone la 

struttura terziaria della proteina. Il legame di affinità delle MT per gli ioni metallici è Cd 

> Pb > Cu > Hg > Zn > Ag > Ni > Co. 

Le funzioni fisiologiche più importanti delle MT sono legate all’omeostasi degli ioni 

metallici essenziali Zn e Cu, alla regolazione metabolica tramite donazione/sequestro di 

Zn, alla protezione contro la citotossicità del Cd e di altri metalli tossici, alla rimozione 

dei radicali liberi prodotti nello stress ossidativo [62, 211-215]. 

Nei mammiferi vengono espresse quattro differenti isoforme. Nel sistema nervoso, le 

isoforme I e II sono prevalentemente espresse da astrociti (specialmente quelli reattivi), 

cellule endoteliali dei vasi che irrorano il SNC, cellule ependimali; mentre l’isoforma III 

è espressa principalmente da neuroni e astrociti [212, 213, 216, 217]. Costituita da 68 

aminoacidi, a differenza delle altre isoforme, MT III non è indotta dalla presenza di 

elevate concentrazioni di metalli e possiede un’attività inibitoria della crescita neuronale 

[218, 219].  

L’espressione delle MT è altamente inducibile in risposta a differenti stimoli quali 

ormoni, citochine e metalli con conseguente azione su proliferazione e differenziazione 

cellulare così come sui meccanismi di difesa cellulare [213, 220-222]. Le MT 

contribuisco alla neuroprotezione e alla rigenerazione neuronale, ad esempio legando lo 

zinco (particolarmente abbondante nel SNC) garantendone l’omeostasi e contrastando i 

radicali liberi al fine di limitare la zona lesa, aumentando la probabilità di sopravvivenza 

e di rigenerazione neuronale [223]. 
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CAPITOLO 3: LA BARRIERA EMATO-ENCEFALICA 

È passato più di un secolo dagli esperimenti pioneristici di Edwin Goldmann e Paul 

Ehrlich che identificarono una chiara compartimentazione tra sangue e SNC (Figura 2) 

[224]. 

 

Figura 2. Ratto adulto dopo iniezione sistemica di trypan blue. 

La barriera emato-encefalica (blood-brain barrier, BBB), l’interfaccia che separa la 

circolazione sanguigna dal SNC, è composta da complesse strutture multicellulari con 

caratteristiche uniche che selettivamente consentono o limitano il passaggio di sostanze 

tra questi compartimenti. Considerando il complesso sistema della micro 

vascolarizzazione cerebrale, che occupa fino al 30% del volume dell’encefalo, con una 

lunghezza totale dei capillari di 650 km [225] e una superficie variabile tra 150 e 200 

cm
2
/g di tessuto, fornendo un’area totale di scambio compresa tra 12 e 18 m

2
 in un uomo 

adulto, alla BBB deve essere assegnato un ruolo che va ben oltre la funzione di una 

semplice barriera. Essa agisce come una “barriera fisica” poiché complesse giunzioni tra 

cellule endoteliali adiacenti forzano la maggior parte del traffico molecolare nel 

prendere un percorso transcellulare, piuttosto che muovendosi per via paracellulare, 

come nella maggior parte degli endoteli [226, 227]. Piccole molecole gassose come O2 e 

CO2 possono diffondere liberamente attraverso le membrane lipidiche, e questa è anche 

una via di ingresso per piccoli agenti lipofilici, compresi farmaci (come ad esempio i 

barbiturici) e l’etanolo. La presenza di specifici sistemi di trasporto sulla membrana 
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luminale e abluminale regolano il traffico transcellulare di piccole molecole idrofiliche, 

costituendo una “barriera di trasporto” selettiva che consente o facilita l’ingresso delle 

sostanze nutritive richieste mentre esclude o espelle i composti potenzialmente nocivi 

[228]. Infine, una combinazione di enzimi intracellulari ed extracellulari costituiscono 

una “barriera metabolica”: ectoenzimi come le peptidasi e le nucleotidasi sono in grado 

di metabolizzare, rispettivamente, i peptidi e l’ATP, mentre gli enzimi intracellulari 

come la monoamino ossidasi e il citocromo P450 (1A e 2B) possono inattivare molti 

composti neuroattivi e tossici [229]. Grandi molecole idrofiliche come i peptidi e le 

proteine sono generalmente esclusi, a meno che non siano trasferiti mediante transcitosi 

mediata da recettori specifici [230]. 

Si capisce quindi che le funzioni della BBB sono molteplici [228, 231, 232]: (1) fornisce 

al SNC nutrienti essenziali e media l’efflusso di molti prodotti di scarto; (2) limita lo 

scambio di ioni e di fluidi tra il sangue e il SNC, permettendo a trasportatori e canali 

ionici specifici di regolarne il traffico al fine di produrre un fluido interstiziale simile al 

plasma sanguigno ma con un contenuto proteico molto più basso, con concentrazioni 

inferiori di K
+
 e Ca

2+
 ma livelli maggiori di Mg

2+
, ione fondamentale per la funzione 

neuronale [233]; (3) protegge il SNC da eccessive fluttuazioni nella composizione ionica 

(come normalmente si verifica in seguito ad un pasto o ad un esercizio fisico) che 

altererebbero la segnalazione sinaptica e assonale [234]; (4) aiuta a mantenere separati i 

pool di neurotrasmettitori e di agenti neuroattivi che agiscono a livello centrale (nel 

SNC) e periferico (nei tessuti periferici e nel sangue), in modo che agenti simili possano 

essere utilizzati indipendentemente dai due sistemi; (5) grazie alla sua ampia superficie e 

alla breve distanza di diffusione tra neuroni e capillari, l’endotelio ha un ruolo 

fondamentale nella regolazione del microambiente cerebrale. 
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3.1 EVOLUZIONE DELLA BARRIERA EMATO-ENCEFALICA 

Mentre tutti i vertebrati esistenti possiedono una BBB ben sviluppata e compatta, gli 

invertebrati mostrano abbozzi di strutture di barriera tra sangue e tessuto neurale con 

un’elevata variabilità della rigidità e della funzione. Nel corso della filogenesi si assiste 

infatti a importanti modificazioni strutturali: se gli invertebrati presentano una BBB di 

natura prevalentemente gliale, i vertebrati mostrano una BBB a prevalente componente 

endoteliale [234, 235], mentre vestigia della primitiva BBB gliale restano nel SNC dei 

mammiferi in quelle regioni prive di una barriera vascolare, quali l’epitelio pigmentato 

retinico, i plessi coroidei, i taniciti degli organi circumventricolari e i pituiciti del 

sistema ipotalamo-ipofisario [236]. 

Perché è vantaggioso avere una barriera dalla struttura elaborata all’interfaccia sangue-

SNC e quali forze regolano i suoi fini meccanismi? Probabilmente la pressione evolutiva 

ha favorito lo sviluppo di una rete neuronale più complessa consentendo lo sviluppo di 

sofisticate abilità (controllo motorio fine e veloce, visione migliorata, udito e olfatto, 

apprendimento/memoria e comportamento sociale) controllate dal SNC [232], che 

richiedono un preciso e calibrato ambiente ionico perisinaptico e che consenta di 

eseguire accuratamente la propria funzione nella neurotrasmissione. Perturbazioni, 

dovute ad un’incontrollata diffusione ionica dal plasma, influenzano l’eccitabilità 

neuronale, inducendo sia un’iperattività che può provocare convulsioni, che 

un’ipoattività, a sua volta causa di perdita di coscienza. Possedere una BBB più 

complessa, capace di sigillare il parenchima cerebrale dal flusso ionico dirompente, 

rifornendolo contemporaneamente di nutrienti e substrati energetici ben selezionati, ha 

permesso l’evoluzione di un SNC più sofisticato e vantaggioso in termini darwiniani. 
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3.2 STRUTTURA MULTICELLULARE E FUNZIONE DELLA NVU 

Cellule endoteliali microvascolari, periciti, astrociti e membrana basale sono gli elementi 

centrali della BBB. Il termine unità neurovascolare (neurovascular unit, NVU) sottolinea 

il cross-talk dinamico tra la periferia e il sistema nervoso centrale attraverso la BBB. 

Nell’ambito della NVU sono compresi anche altri tipi cellulari che partecipano 

all’omeostasi del SNC, tipicamente microglia, neuroni e oligodendrociti (Figura 3). 

 

3.2.1 CELLULE ENDOTELIALI 

Le cellule endoteliali sono considerate la base anatomica della BBB poiché formano e 

sigillano saldamente le pareti di tutti i vasi cerebrali, costruendo così una barriera fisica 

tra il sangue e il parenchima cerebrale. 

Le giunzioni endoteliali intercellulari sono fondamentali in questo contesto. Esistono 

due diversi tipi di giunzioni interendoteliali: giunzioni aderenti e occludenti. Le 

giunzioni aderenti comprendono caderina endoteliale vascolare (VE-) e caderina neurale 

(N-), entrambe agiscono tramite interazioni omofiliche. Mentre la VE-caderina è 

importante per sigillare cellule endoteliali adiacenti [237], l’N-caderina media la loro 

Figura 3. 

A- Struttura multicellulare 

della BBB. 

B- Visione dettagliata in 

sezione trasversale e dei 

diversi strati. 
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associazione con i periciti [238]. Le giunzioni occludenti contengono le proteine 

transmembrana claudine, occludine, molecole di adesione giunzionale e le proteine 

citoplasmatiche zonula occludens, che agiscono di concerto per sigillare 

l’interconnessione tra le cellule endoteliali [239]. In tal modo, la diffusione paracellulare 

di sostanze idrofiliche e ioni è limitata; questa è una caratteristica unica dell’endotelio 

della BBB ma, in tal modo, rappresenta anche un grande ostacolo alla somministrazione 

di farmaci diretti al SNC per il trattamento di malattie neurologiche [240]. 

Altrettanto unico è l’insieme dei trasportatori e degli enzimi metabolici espressi da 

queste cellule endoteliali. Dato che gli scambi attraverso l’endotelio sono enormemente 

limitati e la transcitosi è estremamente bassa in queste cellule, sono necessari 

meccanismi specifici di trasporto. Al fine di regolare la direzione dello scambio, 

molecole trasportatrici sono espresse e funzionano in modo polarizzato [241]. 

Trasportatori di soluti (come GLUT-1), recettori (come il recettore della transferrina) e 

pompe ioniche mediano il trasferimento dei substrati dal sangue al SNC; pompe di 

efflusso ATP-dipendenti e trasportatori ABC, come la glicoproteina P, rimuovono 

substrati dal parenchima cerebrale. 

Un’altra caratteristica delle cellule endoteliali neurovascolari, rispetto alle cellule 

endoteliali periferiche, è la bassa espressione di molecole di adesione leucocitarie. A 

differenza di altri tessuti, le cellule immunitarie non attraversano mai una BBB intatta e 

non stimolata al fine di pattugliare il SNC [242]. Infatti, fenomeni di 

neuroinfiammazione si innescano sempre a livello periferico o nello spazio 

subaracnoideo, e si estendono al parenchima solo quando le cellule immunitarie riescono 

a violare due barriere distinte, e cioè la parete vascolare (la quale, in conseguenza dello 

stimolo infiammatorio, aumenta i livelli di espressione delle molecole di adesione 

leucocitaria sul versante luminale del vaso) e la glia limitans (la sottile barriera formata 

dai processi astrocitari perivascolari), aprendo la strada verso il tessuto neurale [243]. 
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Le cellule endoteliali di barriera acquisiscono le loro uniche proprietà nel corso dello 

sviluppo embrionale. Durante l’angiogenesi, le cellule progenitrici endoteliali mostrano 

bassi livelli di espressione sia delle proteine costituenti le giunzioni occludenti sia di 

trasportatori. Solo in seguito all’associazione e al cross-talk con le altre componenti 

cellulari della NVU si ha la maturazione e la completa formazione della barriera. 

Secondo le conoscenze acquisite di recente, i periciti sono essenziali per l’induzione 

delle proprietà della barriera, mentre gli astrociti giocano un ruolo importante nella loro 

maturazione e nel loro mantenimento [244]. Tali proprietà includono regolazione delle 

giunzioni interendoteliali, riduzione dell’attività transcitotica e dell’espressione delle 

molecole di adesione dei leucociti [245-251]. 

3.2.2 PERICITI 

I periciti devono il proprio nome sulla base dell’osservazione di una complessa rete di 

processi che avvolge la parete esterna dei vasi cerebrali [252]. Il numero di periciti che 

rivestono i capillari varia tra i differenti organi, raggiungendo il massimale a livello del 

tessuto nervoso. Questa osservazione sottolinea che le cellule endoteliali della BBB 

hanno una richiesta straordinariamente alta di periciti. I periciti sono completamente 

incorporati nella membrana basale e sono quindi fisicamente separati dalle cellule 

endoteliali (Figura 3), sebbene interazioni intercellulari dirette siano presenti in discrete 

aree [253]. Una delle funzioni principali dei periciti è il controllo del diametro dei vasi e 

del flusso sanguigno cerebrale in risposta all’attività neuronale, implementato 

dall’elevata abbondanza, in questo particolare tipo di cellule, di α-actina, una proteina 

tipica del muscolo liscio [254, 255]. 

La conoscenza del ruolo dei periciti nella regolazione della BBB è emersa solo negli 

ultimi anni e, ad oggi, i periciti sono riconosciuti come attori chiave nella barrierogenesi 

e stabilizzazione dei vasi [255]. Durante lo sviluppo embrionale i periciti che esprimono 
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il recettore del fattore di crescita-β derivato dalle piastrine (PDGFR-β) sono reclutati 

dalle cellule endoteliali angiogeniche PDGF-β-secernenti [256, 257]. L’associazione 

fisica tra periciti e cellule endoteliali è favorita da interazioni omofiliche di N-caderina 

[258]. Il cross-talk pericita-endotelio promuove la proliferazione e la sopravvivenza dei 

periciti [259] e avvia la secrezione dei componenti della membrana basale e di 

rimodellamento della matrice [260, 261]. La deposizione di particolari proteoglicani ed 

elastina da parte dei periciti media la cessazione dell’angiogenesi [262], sottolineando 

l’importanza dei periciti durante le varie fasi della barrierogenesi. I periciti influenzano 

la formazione delle giunzioni endoteliali occludenti, la riduzione dell’attività 

transcitotica endoteliale, il potenziamento dell’attività di efflusso mediato dalla 

glicoproteina P e l’inibizione dell’espressione di molecole di adesione leucocitarie 

durante la neurovascolarizzazione [246, 247, 259]. 

Oltre alla sua formazione, i periciti sono necessari al mantenimento della barriera: la 

permeabilità vascolare aumenta con la riduzione del mantello pericitico [247, 251, 263]. 

I periciti mediano anche gli stretti rapporti che si stabiliscono tra la parete vascolare e i 

prolungamenti astrocitari [247]. Inoltre, contribuiscono alla produzione della membrana 

basale, stimolano l’attivazione delle cellule immunitarie in condizioni infiammatorie e 

supportano le funzioni neuronali. L’insieme di tutte queste funzioni fanno sì che i 

periciti assumino un ruolo centrale all’interno della NVU [244]. 

3.2.3 ASTROCITI 

Gli astrociti sono il tipo cellulare più abbondante nel SNC e svolgono svariate funzioni. 

Oltre alla regolazione della BBB, partecipano alla formazione delle sinapsi, 

all’assorbimento e al riciclaggio di neurotrasmettitori e ioni, alla regolazione dei livelli 

di potassio extracellulare, al nutrimento dei neuroni e al controllo delle risposte 

infiammatorie attivate nel SNC [264]. La loro partecipazione alla costituzione della BBB 
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avviene attraverso dei prolungamenti che sono muniti di pedicelli (endfeet) con i quali 

gli astrociti vanno ad avvolgere il vaso. Si stima che gli endfeet coprono circa il 99% 

dell’albero neurovascolare [265]. 

Gli endfeet sono ancorati sul lato abluminale della membrana basale dall’interazione 

dell’agrina, componente della matrice extracellulare (extracellular matrix, ECM), con il 

complesso transmembrana distrofina-distroglicano, particolarmente abbondante in questi 

terminali astrocitari specializzati [266]. La natura polarizzata degli endfeet è 

ulteriormente determinata dalla presenza di aggregati sovramolecolari denominati 

orthogonal arrays of intramembranous particles (OAP) [267] costituiti da acquaporina-4, 

canale adibito al trasporto dell’acqua principalmente espresso nel tessuto nervoso e in 

particolare negli endfeet astrocitari [268, 269]. Insieme all’alta densità dei canali del 

potassio Kir4.1, lo scambio di acqua e K
+
 a livello degli endfeet è importante per 

modulare rapidamente la concentrazione ionica in risposta ai cambiamenti nell’attività 

neuronale [270]. 

Per quanto riguarda il cross-talk con l’endotelio, la presenza della membrana basale che 

lo separa fisicamente dagli endfeet, fa sì che gli scambi si realizzino solo attraverso 

fattori solubili rilasciati dagli astrociti. In vitro, sia in co-coltura di cellule endoteliali con 

astrociti o utilizzando terreni di coltura condizionati dagli astrociti su monocolture di 

cellule endoteliali si osserva un aumento dei livelli di espressione delle giunzioni 

occludenti, di trasportatori ed di enzimi tali da potenziare complessivamente il fenotipo 

della BBB [271-276]. Tuttavia, durante le fasi iniziali di sviluppo della BBB, un 

coinvolgimento da parte di questi fattori nell’induzione delle proprietà di barriera è 

improbabile poiché gli astrociti intervengono solo successivamente ai periciti nel 

rivestimento della parete endoteliale e le proprietà della barriera si instaurano prima del 

differenziamento degli astrociti [259]. A partire da fasi tardive dello sviluppo 

embrionale, la maturazione della BBB prosegue con la secrezione da parte degli astrociti 
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di angiopoietina-1, apoliproteina E, angiotensina II e sonic hedgehog le cui vie di 

segnalazione assicurano il mantenimento dell’integrità della BBB in quanto inducono 

l’espressione delle giunzioni occludenti [277, 278]. È interessante notare che gli astrociti 

sembrino assumere un ruolo di supporto per le cellule endoteliali della BBB anche in 

condizioni infiammatorie. La proteina sonic hedgehog secreta dagli astrociti attiva, nelle 

cellule endoteliali, una via di segnalazione con proprietà antinfiammatorie [248]. Inoltre, 

l’acido retinoico e il fattore stimolante le colonie di granulociti e macrofagi 

(granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, GM-CSF), secreti dagli astrociti, 

contrastano la risposta infiammatoria delle cellule endoteliali della BBB [279, 280]. È da 

notare che i capillari piali mancano di una stretta associazione con gli endfeet astrocitari 

ma comunque mostrano alcune caratteristiche della BBB [281]. Questo dato, da un lato, 

enfatizza le proprietà intrinseche delle cellule endoteliali della BBB, dall’altro, evidenzia 

il ruolo essenziale di fattori solubili prodotti dalla glia limitans nel potenziare il fenotipo 

di barriera delle cellule endoteliali. 

3.2.4 MEMBRANA BASALE 

Spesso sottovalutata, la componente acellulare della NVU, la membrana basale, è un 

costituente altamente dinamico della BBB, caratterizzata da una complessa ECM. Le 

molecole dell’ECM sono prodotte da cellule endoteliali, astrociti e periciti. I principali 

componenti della membrana basale sono: collagene di tipo IV, laminina, entactina e 

perlecano, integrato da fibronectina, agrina, osteonectina e glicosaminoglicani [260]. 

Costituiscono tutti dei ligandi per dei corrispondenti recettori transmembrana espressi 

dalle cellule della NVU [282]. 

Da un punto di vista strutturale, la membrana basale ha la duplice funzione di ancorare le 

cellule nella posizione corretta e di indurre e sostenere la polarizzazione delle 

componenti della NVU. Inoltre, essa è coinvolta nella regolazione della comunicazione 
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intercellulare attraverso la diffusione e/o la ritenzione delle molecole di segnalazione 

[283, 284]. 

Per quanto riguarda le cellule endoteliali, la membrana basale media la ridistribuzione 

delle proteine giunzionali e l’espressione polarizzata dei trasportatori in modo che la 

direzione dello scambio possa essere adeguatamente controllata. È stato infatti 

dimostrato che la delezione dell’integrina β1 endoteliale, impedendo la sua interazione 

con l’ECM, induce un’alterazione della dislocazione dei costituenti interendoteliali VE-

caderina, CD31 e CD99 [285]. Gli astrociti dipendono dall’agrina per creare i complessi 

OAP ai loro terminali, garantendo l’omeostasi di acqua e K
+
 [266, 268, 269]. I periciti 

sono completamente incorporati nella membrana basale nella NVU matura, e sono 

quindi costantemente esposti a componenti della ECM che possono essere responsabili 

della loro capacità di differenziarsi [286]. Un recente studio ha infatti dimostrato che la 

perdita di laminina prodotta dagli astrociti nella membrana basale è un fattore scatenante 

il differenziamento dei periciti (appartengono allo stesso lignaggio delle cellule 

muscolari lisce vascolari) da fenotipo quiescente a fenotipo contrattile tipico del 

muscolo liscio, con conseguente aumento della permeabilità della BBB [287]. 

A livello delle venule postcapillari, la membrana basale ha un ruolo importante nella 

trasmigrazione delle cellule immunitarie. In queste aree dell’albero cerebrovascolare, 

esiste uno spazio perivascolare delimitato da due membrane basali separate: la 

membrana basale endoteliale che contiene laminina α4 e α5, e la membrana basale 

parenchimale, contenente laminina α1 e α2 [260]. La distribuzione differenziale delle 

laminine influisce direttamente sulla funzione della membrana basale. In corso di 

infiammazione, la laminina α4 della membrana basale endoteliale è permissiva nei 

confronti dell’infiltrazione da parte di cellule T, mentre la laminina α5 è restrittiva [288]. 

Una volta stravasate, le cellule T sono intrappolate nello spazio perivascolare e, prima di 

consentire una loro ulteriore migrazione all’interno del parenchima cerebrale, è 
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necessaria una riattivazione che viene operata dai macrofagi locali. In questo contesto, 

un ruolo importante viene giocato dalle metalloproteinasi della matrice (MMP), che sono 

in grado di digerire i substrati della ECM e, di conseguenza, ridurre l’integrità della 

BBB, permettendo l’ingresso dei linfociti T [286]. 

3.2.5 NEURONI 

La missione principale della BBB è fornire un ambiente di lavoro ideale per i neuroni. 

Per questo motivo i neuroni devono essere considerati parte integrante della NVU, 

poiché la funzione e la disfunzione della barriera hanno un impatto immediato sulla rete 

neuronale. L’importanza di un cross-talk neurovascolare è enfatizzato dal fatto che 

nell’encefalo umano gruppi di neuroni sono irrorati dallo stesso capillare [289]. Di 

conseguenza, l’ostruzione di un capillare provoca il danneggiamento dei neuroni da esso 

irrorati. 

I neuroni devono essere in grado di segnalare ai vasi cerebrali quando le loro richieste di 

energia cambiano. Meccanismi di feedback negativo e positivo regolano il flusso 

sanguigno cerebrale al quale si accompagnano modificazioni del trasporto di substrati 

attraverso la BBB, secondo un meccanismo noto come accoppiamento neurovascolare 

[290]. Al fine di realizzare l’accoppiamento neurovascolare, un ruolo rilevante è svolto 

dall’innervazione dei processi astrocitari e dell’endotelio che si realizza a carico di 

neuroni serotoninergici, noradrenergici, colinergici e GABAergici [291-294]. È stato 

osservato che la stimolazione elettrica di neuroni adrenergici induce un aumento del 

trasporto di soluti attraverso la BBB, dimostrando al contempo la stretta relazione che 

sussiste tra neuroni e cellule endoteliali della BBB [295]. Altri esperimenti hanno inoltre 

evidenziato come anche i neuroni, una volta attivati, possono agire direttamente sugli 

astrociti inducendone la secrezione di istamina e ATP. Questo, a sua volta, porta 

all’incremento dell’attività di GLUT-1 con aumento della quantità di glucosio assorbito 
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attraverso l’endotelio [290]. Allo stesso modo, il rilascio di glutammato da parte di 

neuroni attivati determina il rilassamento dei periciti e contribuisce a regolare il flusso 

sanguigno cerebrale in base alle nuove esigenze [296]. 

3.2.6 MICROGLIA 

La microglia è costituita da cellule effettrici immunitarie innate del SNC e rappresenta 

l’unica popolazione cellulare mieloide la cui origine e funzione deve essere chiaramente 

distinta dagli altri fagociti [297]. Difatti, mentre i macrofagi perivascolari e i monociti 

infiltranti derivano dal midollo osseo, la microglia ha origine dal sacco vitellino e popola 

il SNC nelle fasi precoci dell’embriogenesi, prima che si verifichi la sua 

vascolarizzazione [298]. Una volta avviata la neurovascolarizzazione mediata dal fattore 

di crescita dell’endotelio vascolare (VEGF), la microglia aiuta nella formazione dei 

complessi vascolari promuovendo la fusione delle cellule endoteliali [299]. Uno dei 

compiti della microglia è monitorare il SNC da qualsiasi cambiamento a carattere 

patologico. Le cellule microgliali pattugliano costantemente l’ambiente circostante 

intervenendo in casi di sbilanciamento ionico, presenza di cellule danneggiate o di agenti 

infettivi. La morfologia della microglia sorvegliante è caratterizzata da piccoli corpi 

cellulari e da numerosi, lunghi e sottili processi che si allungano e si ritraggono 

continuamente al fine di “pattugliare” l’ambiente circostante [300, 301]. In condizioni 

patologiche, la morfologia della microglia cambia rapidamente: il corpo cellulare 

diventa più voluminoso mentre i processi divengono più corti e più tozzi [302]. La 

microglia attivata è spesso designata come M1 e M2, sebbene siano stati descritti 

fenotipi eterogenei di attivazione [303, 304]. Il fenotipo M1 è pro-infiammatorio, mentre 

la microglia di tipo M2 è coinvolta nell’immunoregolazione, nel controllo dei 

meccanismi infiammatori e nella risoluzione del danno [305]. Entrambi i fenotipi 
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possiedono capacità fagocitarie, contribuendo alla rimozione dei detriti cellulari e alla 

riparazione neurale [306]. 

Gli studi sperimentali suggeriscono come la microglia contribuisce anche al 

funzionamento della BBB: cellule endoteliali bEND3 in co-coltura con microglia a 

riposo mostrano una maggiore espressione di proteine costituenti le giunzioni serrate 

quali occludina e ZO-1 [307]. Inoltre, sembra esserci una precisa correlazione spazio-

temporale tra attivazione vascolare, alterazione della BBB e transizione della microglia 

verso lo stato attivato M1, in seguito all’esposizione a fattori di stress patologici [308, 

309]. 

La microglia M1 è coinvolta nella produzione e secrezione di citochine (TNF-α, IL-1β, 

IL-6, IL-12) e chemochine pro-infiammatorie (CCL2 e CXCL10) [305, 310], capaci di 

indurre significative disfunzioni a carico della NVU [308, 311, 312]. Nello specifico, 

TNF-α determina l’aumento dell’espressione di metalloproteinasi della matrice (MMP) -

2, -3 e -9 con conseguente alterazione delle giunzioni serrate ed aumento della 

permeabilità della barriera [313, 314]. Un meccanismo d’azione simile è stato anche 

riportato in seguito all’esposizione a IL-1β [315], IL-6 e IL-12 [316]. Le citochine pro-

infiammatorie possono anche modulare l’espressione di trasportatori della BBB come 

dimostrato sia in studi in vitro che ex vivo [317]. Questi risultati suggeriscono come le 

citochine pro-infiammatorie possono modulare le cinetiche di trasporto attraverso la 

BBB, alterare la permeabilità ai soluti presenti nella circolazione sanguigna, rendendo il 

SNC accessibile a potenziali sostanze tossiche. Inoltre, la microglia M1 secerne 

chemochine (CCL2, CXCL10) che promuovono la migrazione di monociti e macrofagi 

attraverso la BBB, con ripercussioni sia sulla NVU che sul parenchima cerebrale [318–

320]. 

A causa della natura redox-sensibile delle giunzioni serrate [321], l’apertura della BBB 

può anche essere innescata dalla produzione di ROS con conseguente stress ossidativo. 
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Nella microglia con fenotipo M1, la generazione di ROS è correlata ad una maggiore 

espressione ed attività dell’ossido nitrico sintasi inducibile (iNOS) [322]. L’aumento 

dell’attività di iNOS nel SNC si traduce in un aumento della produzione di ossido nitrico 

(NO) che coniugandosi con l’anione superossido (O2
-
) forma il perossinitrito (ONOO

-
), 

una potente molecola citotossica capace di provocare ingenti danni ai neuroni e ai 

microvasi cerebrali attraverso la perossidazione lipidica, il consumo di antiossidanti 

endogeni (es. glutatione), la nitrosilazione delle proteine, la frammentazione del DNA e 

il danno mitocondriale [323]. La scomposizione del perossinitrito in biossido di azoto e 

radicali idrossilici contribuisce ulteriormente al danno cellulare [324]. 

A differenza della precedente, la microglia di tipo M2 partecipa alla protezione della 

BBB e alla riparazione neurale mediante la produzione di citochine anti-infiammatorie 

(IL-10 e TGF-β1), proteine della matrice extracellulare, glucocorticoidi e altre sostanze 

[305]. La transizione da uno stato quiescente ad un fenotipo protettivo M2 è mediata 

dall’attivazione dei recettori per IL-4, FCγ o IL-10 [305, 325]. In un modello murino di 

encefalomielite autoimmune sperimentale (EAE) trattato con tetrametilpirazina, un 

farmaco capace di promuovere la polarizzazione microgliale di tipo M2, è stato 

dimostrato come le cellule microgliali con fenotipo anti-infiammatorio sono in grado di 

preservare l’integrità funzionale della barriera emato-midollare [326]. 

3.3 GIUNZIONI ENDOTELIALI 

Le giunzioni aderenti (Adherens Junction, AJ) e le giunzioni occludenti (Tight Junction, 

TJ), i due principali complessi giunzionali presenti a livello della BBB, forniscono 

importanti contatti adesivi tra cellule endoteliali adiacenti. Sebbene queste giunzioni 

siano costituite da proteine diverse, esiste una certa comunità di ruoli tra proteine 

transmembrana specializzate nella formazione dei contatti extracellulari e di quelli che si 
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stabiliscono con il citoscheletro, e proteine implicate nella regolazione delle vie di 

segnalazione [327]. 

Le AJ sono composte principalmente da proteine della superfamiglia delle caderine che 

attraversano lo spazio intercellulare e forniscono stabilità legandosi al citoscheletro 

mediante le proteine α/β/γ catenina. Esse giocano un ruolo chiave nel mantenimento 

della polarità cellulare, fornendo stabilità, promuovendo la sopravvivenza delle cellule 

endoteliali e rispondendo agli stimoli. Studi sperimentali suggeriscono che le AJ sono 

anche essenziali per la formazione delle TJ [226]. A differenza delle AJ che sono 

presenti in tutti i vasi dell’organismo, le TJ sono particolarmente abbondanti 

nell’endotelio dei microvasi del SNC. Esse appaiono come reti intramembranose 

continue di filamenti tra cellule endoteliali adiacenti, così chiamati “kissing points” per 

sigillare lo spazio paracellulare [328]. Questa fusione operata dalle TJ impedisce il 

flusso di soluti e ioni dal sangue al SNC e viceversa, creando a sua volta una barriera 

dinamica e altamente regolabile. 

Le TJ ricoprono due funzioni esclusive: una funzione di barriera alla diffusione delle 

proteine di membrana fra i domini apicale e basolaterale della membrana plasmatica e 

una funzione “cancello” che controlla il passaggio paracellulare di ioni e soluti tra le 

cellule. Le TJ contengono due tipi di proteine transmembrana, occludine e claudine, che 

conferiscono questa duplice funzione, e che associate alle proteine che costituiscono 

l’impalcatura citoplasmatica, si legano al citoscheletro di actina e alle AJ [329-331]. Nei 

punti di contatto che si stabiliscono tra tre cellule adiacenti, la tricellulina è stata 

identificata come potenziale regolatore della permeabilità paracellulare [332]. Altre 

proteine costituenti il sistema delle TJ sono le molecole di adesione giunzionale 

(Junctional Adhesion Molecules, JAM) di cui sono state scoperte diverse isoforme. 
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3.4 COMPONENTI TRANSMEMBRANA DELLE GIUNZIONI OCCLUDENTI 

3.4.1 OCCLUDINA 

L’occludina è stata identificata come la prima proteina integrale di membrana di ~65 

kDa del complesso delle TJ delle cellule endoteliali [333]. È una componente funzionale 

delle TJ e, come per la famiglia delle claudine, ha quattro domini transmembrana e due 

anse extracellulari [329]. Sono state individuate due isoforme derivanti dallo splicing 

alternativo dell’mRNA, che hanno distribuzioni tissutali simili [334]. La sua funzione è 

stata studiata mediante espressione ectopica dell’occludina di pollo in cellule di insetto 

Sf9, dove ha indotto la formazione di strutture del tipo TJ [335]. Inoltre, l’introduzione 

di una forma di occludina troncata in cellule renali MDCK (Madin-Darby Canine 

Kidney cells) ha determinato un’aumentata fuoriuscita paracellulare di traccianti a basso 

peso molecolare, suggerendo un suo ruolo nel mantenimento dell’integrità delle TJ 

[336]. Malgrado la formazione delle TJ sembri prescindere dalla presenza di occludine 

in cellule staminali embrionali [337], topi knockout per occludina mostrano un fenotipo 

complesso, a causa delle anomalie istologiche riscontrare in diversi tessuti, caratterizzato 

da ritardo della crescita, presenza di calcificazioni cerebrali, infiammazione cronica, 

iperplasia dell’epitelio gastrico, atrofia testicolare, assottigliamento del tessuto osseo 

compatto. La complessa serie di anomalie osservate indicano un potenziale ruolo 

fisiologico dell’occludina secondario alla formazione delle TJ [338]. Diversi studi 

dimostrano infatti che essa subisce profonde modificazioni sia post-trascrizionali che 

post-traduzionali, con effetti sulla regolazione delle TJ e sull’omeostasi endoteliale 

[339]. 

La localizzazione dell’occludina a livello delle TJ è regolata mediante fosforilazione 

[340]. L’analisi in Western blot dell’occludina rivela la presenza di siti multipli di 

fosforilazione identificati su residui di tirosina [341], serina e treonina [340]. 
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L’occludina non fosforilata è localizzata sia a livello della membrana basolaterale che 

nelle vescicole citoplasmatiche, mentre l’occludina fosforilata è localizzata a livello 

delle giunzioni strette [340]. Il diverso grado di fosforilazione, regolato dall’azione 

concertata di chinasi e fosfatasi, è responsabile sia della localizzazione che della 

funzione della proteina all’interno delle TJ. 

In un modello sperimentale di encefalomielite autoimmune sperimentale (experimental 

autoimmune encephalomyelitis, EAE), si osserva defosforilazione dell’occludina 

suggerendone un possibile coinvolgimento nei pathway scatenanti la malattia [342]. È 

noto anche che l’occludina gioca un ruolo chiave nella regolazione redox delle TJ: 

condizioni di normossia promuovono l’oligomerizzazione dell’occludina e 

l’assemblaggio delle TJ mentre lo stress ossidativo associato all’infiammazione ne 

promuove la distruzione [343]. 

3.4.2 CLAUDINE 

Sono stati identificati 27 membri della famiglia delle claudine (18-27 kDa) [344] che 

mostrano lo stesso modello strutturale: sono proteine integrali di membrana con quattro 

domini transmembrana, due anse extracellulari e due terminali citoplasmatici, uno N-

terminale a catena corta e uno C-terminale a catena più lunga [345]. L’estremità C-

terminale contiene un dominio PDZ (acronimo ottenuto dalle iniziali delle prime tre 

proteine scoperte nel condividere questo stesso dominio: Postsynaptic density protein 

95, Drosophila disc large tumor suppressor, Zonula occludens-1), un piccolo domino di 

interazione proteina-proteina a struttura globulare attraverso il quale le claudine 

stabiliscono un collegamento con altre proteine, quali ZO-1, ZO-2, ZO-3, MAGI-1, PatJ, 

PALS1 e MUPP1 [346], ancorando le TJ al citoscheletro [347]. 

Le claudine modulano la via paracellulare comportandosi al pari di canali ionici 

tradizionali [348]. 
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A livello della BBB, la claudina-5 è di gran lunga la componente dominante delle TJ, ma 

sono anche presenti la claudina-3 e la claudina-12 [259]. La nostra comprensione delle 

claudine è migliorata attraverso l’utilizzo di modelli genetici knock-in e knock-out e 

modelli in vitro della BBB. La trasfezione di claudina-5 in cellule MDCK consentiva la 

formazione di reti TJ stabili con selettiva riduzione della permeabilità agli ioni [346, 

349]. Topi knock-down per la claudina-5 presentavano una BBB con permeabilità 

alterata. È interessante notare che, nonostante l’aumento della permeabilità, la barriera 

continua a trattenere molecole con peso molecolare superiore a 1 kDa indicando che 

altre componenti possono essere coinvolte nella regolazione della sua integrità [350]. È 

evidente, tuttavia, che le claudine hanno un ruolo intrinseco nella regolazione della 

permeabilità della BBB [351]. 

3.4.3 MOLECOLE DI ADESIONE GIUNZIONALE 

Le molecole di adesione giunzionale (JAM) sono proteine integrali di membrana 

appartenenti alla superfamiglia delle immunoglobuline. Sono costituite da un unico 

dominio transmembrana, un dominio extracellulare N-terminale e un corto dominio C-

terminale citoplasmatico [352]. Il dominio C-terminale citoplasmatico contiene un 

motivo PDZ che interagisce con altre proteine tra cui ZO-1, AF-6, ASIP/Par3 e 

cingulina [353, 354]. Le JAM possono sia interagire con JAM omotipiche presenti su 

cellule adiacenti, sia con JAM eterotipiche, così come con altre molecole di adesione 

[355]. Legandosi a Par3, le JAM promuovono una polarizzazione della cellula tale da 

indurre una localizzazione di ZO-1 e occludina nei punti di contatto tra le cellule [356]. 

Evidenze sempre maggiori indicano un ruolo dei membri della famiglia JAM nella 

transmigrazione dei leucociti attraverso l’endotelio [357, 358]. 
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3.4.4 LE PROTEINE ZONULA OCCLUDENS (ZO) 

ZO-1 (220 kDa), ZO-2 (160 kDa) e ZO-3 (130 kDa) sono membri della famiglia 

MAGUK (guanilato chinasi membrana-associati) con domini multipli di legame alle 

proteine delle AJ, delle TJ e all’actina citoscheletrica. La famiglia MAGUK è 

caratterizzata da domini PDZ, domini SH3 e domini omologhi della guanilato chinasi 

[359]. ZO-1 è stato isolato come omodimero ma può dimerizzare con ZO-2 o con ZO-3; 

mentre ZO-2 e ZO-3 non possono formare un complesso binario [360, 361]. ZO-1 [362-

364] e ZO-2 [365] hanno entrambi dimostrato di legare α-catenina, mentre il dominio C-

terminale di ZO-3 è sufficiente per legare p120-catenina in vitro [366]. Inoltre, è stato 

dimostrato in vitro che ZO-1 [330, 367] e ZO-2 [365] legano direttamente l’occludina. I 

domini C-terminale, ricchi di prolina, di ZO-1 [330] e ZO-3 [368] legano la F-actina in 

test di co-immunoprecipitazione mentre ZO-2 non si lega all’actina [330, 361]. ZO-2, 

tuttavia, si lega alla proteina associata all’actina 4.1R [369]. 

In sintesi, il complesso multiproteico delle TJ, fino ad ora descritto, è legato al 

citoscheletro di actina attraverso le proteine ZO che si legano alle proteine integrali di 

membrana con il dominio N-terminale e al citoscheletro di actina con il dominio C-

terminale. La proteina che gioca il ruolo centrale è ZO-1 che, direttamente e 

indirettamente, collega le proteine integrali di membrana (occludine e claudine) alle altre 

proteine citoplasmatiche delle TJ e al citoscheletro di actina, con il potenziale compito di 

organizzare le componenti strutturali e di modulare la via paracellulare [330]. 
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CAPITOLO 4: OMEOSTASI DELLO ZINCO NEL SNC 

Lo zinco (Zn) è il secondo metallo più abbondante e funge da oligoelemento essenziale 

nell’uomo. La maggior parte dello Zn nel corpo umano è contenuto nelle proteine. Uno 

studio bioinformatico ha riportato che oltre 2.800 proteine con ruoli catalitici, strutturali 

e segnalatori, ovvero circa il 10% del proteoma umano, possiedono la capacità (reale o 

potenziale) di legare lo Zn [370]. La maggior parte delle proteine leganti il metallo 

possiedono motivi zinc-finger, in cui uno ione Zn
2+

 lega quattro residui di cisteina e/o 

istidina (Cys2/His2 sono i tipi più comuni) per formare una struttura stabile [370-372], 

capace di regolare interazioni proteina-DNA, proteina-RNA e proteina-proteina [373-

378]. Più del 95% dello zinco si trova in testicoli, muscoli, fegato e tessuto cerebrale 

[379]. Lo Zn libero nel plasma viene mantenuto a concentrazioni di 12-15 μM. La 

maggior parte degli ioni zinco plasmatici sono legati all’albumina (12,4 ± 2,2 μM) e alla 

α2-macroglobulina (2,4 ± 0,6 μM), costituendo un pool di riserva circolante [380, 381]. 

È stato infatti dimostrato che in condizioni fisiologiche, lo Zn plasmatico mostra un 

turnover medio di 5,3 volte all’ora [382]. La restante parte dello zinco plasmatico (meno 

dello 0,01%) è eliminato per via renale e complessato con aminoacidi, principalmente 

cisteina e istidina [379, 383, 384]. 

Studi recenti suggeriscono che lo Zn libero svolge un ruolo cruciale nella modulazione 

neuronale, nella plasticità sinaptica, nell’apprendimento e nella memorizzazione [385-

388]. Una grande quantità di Zn è immagazzinata nei neuroni, specialmente nelle 

vescicole sinaptiche [370, 389]. Negli ultimi decenni, è stato scoperto che esso svolge 

ruoli importanti nel SNC, specialmente nelle attività neuronali e sinaptiche, poiché viene 

rilasciato nello spazio sinaptico durante la neurotrasmissione modulando i recettori post-

sinaptici sia ionotropici che metabotropici [390, 391]. La carenza di Zn è correlata a 

ritardo mentale, epilessia e malattie neurodegenerative [392-396]. Utilizzando la 
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colorazione di Timm-Danscher, specifica per lo Zn, e la colorazione Nissl, specifica per 

i neuroni, su sezioni istologiche di encefalo di ratto è stato dimostrato che il metallo è 

altamente concentrato in aree particolarmente addensate di neuroni come ippocampo, 

amigdala, corteccia cerebrale e corteccia olfattiva [389].  

Uno studio condotto sugli ovini ha riportato che la BBB regola l’equilibrio dello Zn nel 

tessuto cerebrale in condizioni fisiologiche. Gli autori hanno infuso la soluzione di 

acetato di zinco (1 mg/ml) per via endovenosa a una velocità di 1,0 ml/min per 30 min e 

poi continuamente a 0,125 ml/min per 7 h. L’infusione ha aumentato la concentrazione 

plasmatica di Zn (Znp) di circa 10 volte senza alterarne la concentrazione nel liquido 

cerebrospinale (ZnCSF), suggerendo il possibile coinvolgimento della BBB [397]. Un 

altro studio sui ratti ha rivelato che il tasso di sostituzione di 
65

Zn rispetto allo Zn 

tissutale era del 40% nel plasma, del 16-20% in fegato, reni, sangue e prostata, mentre i 

rapporti di sostituzione nei testicoli e nel SNC erano molto bassi (2-3%); i risultati hanno 

dunque suggerito che l’assorbimento di Zn nei testicoli e nel SNC viene regolato, 

rispettivamente, dalla barriera emato-testicolare e dalla BBB [398]. L’apertura 

temporanea della BBB, mediante shock osmotico (4M NaCl) o elettroconvulsivo (140V, 

2s), ha aumentato la concentrazione di ZnCSF fino al livello di Znp, tornato poi ai livelli 

basali in condizioni normali [397], dimostrando che l’apertura della BBB aumenta la 

traslocazione dello Zn dal sangue al SNC. Complessivamente, questi studi indicano che 

la BBB separa lo Zn plasmatico da quello cerebrale in condizioni fisiologiche. 

Seguendo la stessa linea di ricerca, un interessante studio ha misurato l’assorbimento 

plasmatico di Zn da parte del SNC e la sua permeabilità attraverso la BBB [399]. Nei 

ratti è stato iniettato per via endovenosa 
65

ZnCl2; mentre 
125

I-albumina è stata 

somministrata come marker vascolare. Nei primi 30 minuti è stato osservato uno 

scambio bidirezionale di 
65

Zn tra sangue e SNC fino a raggiungere uno stato stazionario. 

Dopo 30 minuti, l’assorbimento di 
65

Zn è diventato unidirezionale dal sangue al SNC, 
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con un valore K di 5×10
-4

 ml/min/g. Successivamente è stata valutata la capacità di 

assorbimento di 
65

Zn in diverse regioni: cervelletto > mesencefalo > corteccia > 

ippocampo > midollo > ipotalamo [399]. Vale la pena notare che dopo 5 ore di infusione 

è stato riscontrato solo un leggero cambiamento della concentrazione di Zn nel liquido 

cerebrospinale per cui è stato ipotizzato che le cellule endoteliali potessero essere il 

compartimento potenziale di deposito, confermato anche dalla presenza di specifici 

trasportatori (Figura 4). 

 

Figura 4. Schema esemplificativo sul ruolo dello zinco nella normale funzione della barriera emato-

encefalica. In condizioni fisiologiche la BBB separa il pool di Zn plasmatico da quello cerebrale. Le 

famiglie di trasportatori ZIP e ZnTs sono state identificate come regolatori dell’omeostasi dello Zn nelle 

cellule endoteliali. I trasportatori ZIP aumentano lo zinco citoplasmatico per assorbimento dal pool 

plasmatico. I trasportatori ZnTs ne riducono la concentrazione citoplasmatica per esportazione o 

immagazzinamento negli organuli intracellulari. Gli insulti patologici a carico della BBB, come 

nell’ischemia cerebrale, alterano l’omeostasi dello Zn. 

Sono state identificate diverse famiglie di proteine trasportatrici dello Zn che 

contribuiscono a regolarne la concentrazione e mantenerne l’omeostasi. La famiglia 

delle proteine ZIP aumenta lo Zn citoplasmatico aumentandone l’assorbimento 

plasmatico o favorendone il rilascio dalle vescicole cellulari. Al contrario, la famiglia dei 
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trasportatori dello zinco (ZnT) riduce lo Zn citoplasmatico esportandolo nel plasma o 

intrappolandolo all’interno degli organelli intracellulari [379]. Un aumento della 

concentrazione di Zn, induce l’espressione di metallotioneina, una proteina inducibile a 

basso peso molecolare, che mostra un’elevata affinità per i metalli e porta alla 

formazione di un complesso zinco-MT che contribuisce a garantire l’omeostasi del 

metallo stesso [400, 401]. Inoltre, è stato dimostrato che la chelazione dello Zn mediante 

N,N,N',N'-Tetrakis(2-piridilmetil)etilendiammina (TPEN) riduce la resistenza elettrica 

transendoteliale (TransEndothelial Electrical Resistance, TEER) nelle cellule endoteliali 

non cerebrovascolari, mentre, al contrario, la funzione di barriera non risulta 

compromessa nelle cellule endoteliali dei microvasi cerebrali, suggerendo la presenza in 

quest’ultime di meccanismi specifici atti a contrastare la carenza di Zn [402]. 
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CAPITOLO 5: OBIETTIVO DELLA TESI 

Lo scopo della ricerca proposta è stato, in primo luogo, quello di caratterizzare le cellule 

RBE4 come semplice modello in vitro di barriera emato-encefalica, al fine di delineare 

alcune delle vie di segnalazione attivate dalla presenza del Cd, simulando una situazione 

in vivo in cui l’intossicazione subcronica da Cd danneggia la BBB. Di conseguenza, una 

maggiore permeabilità della BBB rende il SNC più vulnerabile all’azione delle sostanze 

tossiche costituendo uno dei precoci meccanismi alla base dello sviluppo di molte 

malattie neurodegenerative [403, 404]. 

In secondo luogo, quello di comprendere come meglio contrastare la tossicità del 

metallo pesante dato che ad oggi non esiste una terapia specifica [56], valutando 

l’efficacia del trattamento con Zn e il comportamento delle RBE4 quando tale linea 

cellulare è in co-coltura con astrociti DI TNC1 e periciti RBVP, tra i principali 

costituenti cellulari della BBB in vivo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



50 
 

CAPITOLO 6: MATERIALI E METODI 

6.1 COLTURE CELLULARI 

Le cellule endoteliali cerebrali di ratto (RBE4), sono state regolarmente coltivate in 

terreno di coltura completo composto da αMEM/Ham’s F12 in rapporto 1:1, 10% di 

siero fetale bovino (FBS) (Euroclone, Milano, Italia), 1 ng/ml di fattore di crescita 

basico dei fibroblasti (bFGF), 1% penicillina/streptomicina (Thermo Fisher Scientific, 

Milano, Italia). 

La linea cellulare DI TNC1, astrociti di ratto, è stata regolarmente coltivata in terreno di 

coltura completo composto da DMEM (Euroclone, Milano, Italia), 10% di FBS, 2 mM 

di L-Glutammina (Euroclone, Milano, Italia), 1% penicillina/streptomicina. 

Le cellule RBVP, periciti cerebrovascolari di ratto, sono state regolarmente coltivate in 

terreno di coltura completo composto da PM, 1% di fattori di crescita dei periciti 

(Pericyte Growth Supplement, PGS; ScienCell Research Laboratories, CliniSciences, 

Roma, Italia), 10% di FBS, 1% penicillina/streptomicina. 

Tutte le linee cellulari sono state mantenute in incubatore alla temperatura di 37 °C, 5% 

di CO2 e in condizioni di atmosfera umidificata. Il terreno di crescita è stato rinnovato 

abitualmente 2-3 volte a settimana. Al raggiungimento della confluenza, le cellule sono 

state staccate con soluzione di Tripsina/EDTA 1X (Euroclone, Milano, Italia) e 

ripiastrate in fiasche per coltura (T-75 cm
2
) o in piastre Petri (Ø = 100 mm). 

6.2 IMPLEMENTAZIONE DI UN MODELLO IN VITRO DI BBB 

Per gli esperimenti in co-coltura, dopo opportune prove e saggi di vitalità preliminari, le 

cellule sono state mantenute in terreno di coltura completo composto da DMEM/Ham’s 

F12 in rapporto 1:1, 10% FBS, 1 ng/ml bFGF, 1% PGS, 1% penicillina/streptomicina. 
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Le linee cellulari sono state adattate su appositi supporti transwell secondo il seguente 

schema: 

Giorno 1 - Utilizzando una pinzetta sterile, gli inserti sono stati posizionati nelle apposite 

piastre multipozzetto da 6 o da 24, quest’ultime per il test MTT in co-coltura. Dopo aver 

capovolto la piastra multipozzetto e rimosso la parte inferiore, sono stati aggiunti 200 µl 

di poli-L-lisina (Euroclone, Italia) e distribuiti uniformemente su tutta la superficie al 

fine di facilitare l’adesione delle cellule sul lato inferiore della transwell. Le multiwell 

sono state così poste in incubatore a 37 °C overnight per permetterne l’asciugatura. 

Giorno 2 - I periciti RBVP in coltura sono stati staccati dalla piastra e accuratamente 

risospesi in terreno completo. Segue centrifugazione a 1.000 rpm per 5 minuti. Dopo 

aver eliminato il sovranatante, il pellet è stato risospeso in un appropriato volume di 

terreno completo al fine di ottenere la densità cellulare desiderata (5×10
4
/ml). Per le 

transwell di dimensione 6-wells sono stati piastrati 400 µl di sospensione cellulare, 

mentre per quelle di dimensione 24-wells sono stati piastrati 100 µl. Pertanto, sono state 

recuperate le piastre capovolte del giorno 1 e la sospensione è stata distribuita 

uniformemente sulla membrana in modo da consentirne l’intrappolamento tra il fondo 

del pozzetto e la membrana stessa. 

Dopo incubazione a 37 °C, da un minimo di 2 ore fino a 6 ore per permettere l’adesione 

delle cellule al supporto, il sistema è stato di nuovo capovolto nella sua posizione 

normale e nel pozzetto inferiore sono stati aggiunti 2 ml (multipozzetto da 6) o 800 µl 

(multipozzetto da 24) di terreno completo. 

Le cellule RBE4 in coltura sono state staccate dalla piastra e risospese in terreno 

completo. Dopo conteggio mediante camera emocitometrica, il volume della 

sospensione è stato adeguato per raggiungere la densità desiderata (10×10
4
/ml). Per 
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ciascun inserto, a seconda delle dimensioni, sono stati aggiunti 1 ml o 350 µl della 

sospensione cellulare, nella camera superiore. Il sistema è stato così incubato a 37 °C. 

Per gli astrociti DI TNC1 in coltura è stato eseguito lo stesso procedimento attuato per le 

RBE4. La densità della sospensione cellulare è stata adeguata alla densità di 2×10
4
/ml. 

Successivamente, 1 ml o 800 µl di sospensione cellulare è stata trasferita in nuove 

piastre multipozzetto, rispettivamente da 6 o da 24. Segue incubazione. 

Giorno 3 - È stato montato il sistema di co-coltura. Dopo aver aspirato il terreno di 

coltura, gli inserti sono stati trasferiti nelle multiwell contenenti gli astrociti. È stato 

aggiunto del nuovo terreno di coltura in tutte le camere. Il sistema di co-coltura è stato 

così completato: alla base del pozzetto, nella camera abluminale, erano presenti gli 

astrociti; mentre adese alla membrana dell’inserto erano presenti le cellule endoteliali 

RBE4, sul lato luminale, e i periciti RBVP, sul lato abluminale. 

Tale sistema è stato mantenuto dai 3 ai 5 giorni in incubatore alla temperatura di 37 °C, 

5% di CO2 e in condizioni di atmosfera umidificata, fino all’ottenimento del monolayer 

delle cellule RBE4 sul lato luminale, cambiando quotidianamente il terreno di coltura. 

6.3 TRATTAMENTI CHIMICI 

Al fine di simulare un’intossicazione cronica da Cd, gli effetti citotossici sono stati 

valutati alla concentrazione di 10 µM di cloruro di cadmio (CdCl2) per 8 o 24 ore, sulla 

base della curva dose-risposta e di esperimenti effettuati in precedenza [405]. 

Gli effetti protettivi dello Zn sono stati valutati alla concentrazione di 50 µM di cloruro 

di zinco (ZnCl2) per 24 ore in pre-trattamento, ovvero 24 ore prima dell’esposizione con 

Cd. 

Tutti i trattamenti sono stati eseguiti in terreno di starvazione, cioè completo di tutti gli 

elementi ad eccezione di FBS e bFGF, al fine di evitare la competizione con altri ioni 
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sierici [406] e la limitazione nella biodisponibilità dello stimolo per mezzo del legame 

con le proteine sieriche [407]. 

6.4 VALUTAZIONE DELLA VITALITÀ CELLULARE MEDIANTE TEST MTT 

La vitalità cellulare è stata valutata mediante la riduzione del 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-

2,5-difeniltetrazolio bromuro (MTT) (Sigma-Aldrich, Milano, Italia), catalizzata dalle 

deidrogenasi mitocondriali. Nello specifico, le cellule RBE4 sono state piastrate alla 

densità di 2,5×10
4
 cellule/pozzetto in piastre multipozzetto da 96 per 24 ore. Il giorno 

seguente, il terreno di crescita completo è stato sostituito con terreno di starvazione 

contenente gli appropriati stimoli. Dopo il trattamento, il terreno è stato sostituito con 1 

mg/ml di MTT e la piastra è stata posta in incubatore a 37 °C per 30 minuti, fino alla 

formazione dei cristalli di formazano. Successivamente, sono stati aggiunti 100 µl di 

DMSO per dissolvere i cristalli di formazano. 

Per quanto riguarda le co-colture, al termine di ogni trattamento, i sistemi sono stati 

processati come segue: gli inserti contenenti le cellule RBE4 sono stati rimossi dal 

sistema di co-coltura e trasferiti in una nuova piastra da 24 pozzetti. Dopo rimozione 

dello stimolo, sono stati aggiunti 200 µl di MTT (1 mg/ml) e la piastra è stata incubata a 

37 °C per 30 minuti. Successivamente i cristalli di formazano sono stati solubilizzati in 

DMSO (200 µl/transwell). 50 µl del DMSO colorato sono stati trasferiti in una nuova 

piastra multipozzetto da 96, in triplicato, per ciascun inserto. 

Per la valutazione della vitalità cellulare, è stata misurata la densità ottica a 570 nm 

mediante spettrofotometro per micropiastre (MultiskanFC™ microplate reader, Thermo 

Fisher Scientific, Milano, Italia). Ogni punto sperimentale è stato eseguito in 

quintuplicato e ciascun esperimento in triplicato. 
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6.5 ANALISI DELLE PROTEINE MEDIANTE WESTERN BLOTTING 

Le cellule RBE4 sono state piastrate in terreno completo alla densità di 4×10
6
 in piastre 

Petri (Ø = 100 mm), per 24 ore. Il giorno seguente, il terreno di coltura è stato sostituito 

con terreno di starvazione contenente gli appropriati stimoli. Con riferimento alle co-

colture, il sistema utilizzato è quello descritto in precedenza. 

Dopo ogni trattamento, le cellule sono state raccolte e centrifugate a 1.000 rpm per 10 

minuti a temperatura ambiente. Dopo tre lavaggi in tampone fosfato salino (PBS), il 

pellet cellulare è stato risospeso con tampone di lisi (Ripa buffer; Euroclone, Milano, 

Italia), a cui è stato aggiunto un cocktail di inibitori delle proteasi e delle fosfatasi 

(Sigma-Aldrich, Milano, Italia), per 30 minuti a 4 °C per l’estrazione delle proteine 

cellulari. Infine, l’omogenato è stato centrifugato a 12.000 rpm per 10 minuti a 4°C e il 

sovranatante è stato raccolto. Le proteine sono state quantificate mediante saggio di 

Bradford al fine di determinare la concentrazione proteica per ciascun campione.  

Quantità uguali di proteine (30 µg) sono state caricate su gel di poliacrilammide al 12% 

(soluzione al 30% di acrilammide/bisacrilammide; Euroclone, Milano, Italia) e la corsa 

elettroforetica è stata effettuata a 130V per 1 ora e 30 minuti. Al termine, le proteine 

sono state trasferite su membrane di nitrocellulosa (Porablot NCL; Macherey-Nagel, 

Thermo Fisher Scientific, Milano, Italia) applicando una corrente elettrica di 100V per 1 

ora.  

La saturazione della membrana di nitrocellulosa, al fine di bloccare eventuali siti 

aspecifici aumentando, in tal modo, la specificità del legame antigene-anticorpo, è stata 

effettuata in 10% FBS diluito in TBS-Tween (Tris-Buffered Saline contenente 0,1% di 

Tween-20) per 1 ora. Successivamente la membrana è stata incubata overnight a 4 °C 

con gli specifici anticorpi primari (Tabella 3). 
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Tabella 3. Anticorpi primari e relative diluizioni 

anticorpo anti- diluizione  

β-actina 

SOD1 

GRP78 

Caspasi-3 

proCaspasi-3 

Bax 

1:10.000 

1:1.000 

1:500 

1:500 

1:500 

1:200 

Santa Cruz Biotechnology, DBA Italia, Italia 

GeneTex, Prodotti Gianni, Italia 

Thermo Fisher Scientific, Italia 

Cell Signaling, Prodotti Gianni, Italia 

Santa Cruz Biotechnology, DBA Italia, Italia 

Cell Signaling, Prodotti Gianni, Italia 

Il giorno seguente, dopo 3 lavaggi sequenziali in TBS-Tween, ciascuno di 5 minuti, le 

membrane sono state incubate, per 1 ora a temperatura ambiente, con gli appropriati 

anticorpi secondari coniugati con il complesso enzimatico della perossidasi HRP 

(diluizione 1:5.000; Santa Cruz Biotechnology, DBA Italia, Milano, Italia). Infine, le 

bande proteiche sono state rilevate mediante reazione con il substrato 

chemioluminescente (ECL Plus Western Blotting Detection Reagent; GE Healthcare, 

Life Technologies, Milano, Italia). La luce emessa è stata acquisita mediante 

impressione di lastre autoradiografiche (Amersham Hyperfilm ECL; GE Healthcare, 

Life Technologies, Milano, Italia), successivamente sviluppate. 

L’analisi densitometrica delle bande è stata compiuta mediante il software ImageJ 

(ImageJ; National Institutes of Healt, USA; https://imagej.nih.gov/ij/). La proteina 

housekeeping β-actina è stata utilizzata come controllo interno per normalizzare 

l’espressione delle proteine di interesse. 

Ogni punto sperimentale è stato eseguito in triplicato e ciascun esperimento in duplicato. 

6.6 DETERMINAZIONE DELLE PROTEINE CARBONILATE 

Per ciascun campione sono state utilizzate 5 µg di proteine, precedentemente 

quantificate con metodo di Bradford. È stato aggiunto per ciascun campione TRIS 50 

mM per raggiungere un volume finale di 8 µl. Dopo aver ottenuto una soluzione di SDS 

al 26% e solubilizzato la 2,4-dinitrofenilidrazina (DNPH; Sigma-Aldrich, Italia) per 
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ottenere una soluzione 11 mM, è stata realizzata una terza soluzione mescolando in 

rapporto 1:1 le due precedenti. Successivamente, 7 µl di quest’ultima sono stati aggiunti 

a ciascun campione (volume complessivo: 15 µl) e lasciati riposare a temperatura 

ambiente per 15 minuti. Infine, sono stati aggiunti 5 µl di neutralization buffer (TRIS 2 

mM in Glicerolo al 30%) e 5 µl di loading buffer (Invitrogen, USA). Infine, i campioni 

sono stati caricati su gel di poliacrilammide al 12%. Segue elettroforesi e Western 

blotting come descritto in precedenza. 

La membrana è stata incubata overnight a 4 °C, con un anticorpo diretto contro DNPH 

(diluizione 1:5.000; Sigma-Aldrich, Milano, Italia). Segue incubazione con lo specifico 

anticorpo secondario coniugato con il complesso HRP e rivelazione della luminescenza, 

come descritto in precedenza. La membrana colorata con Rosso Ponceau è stata 

utilizzata per la normalizzazione. 

6.7 VALUTAZIONE DELLA MORFOLOGIA CELLULARE MEDIANTE 

MICROSCOPIA A CONTRASTO DI FASE 

Le cellule RBE4 in monocoltura o in co-coltura sono state osservate in microscopia a 

contrasto di fase in seguito al trattamento con CdCl2 al fine di ottenere una migliore 

comprensione degli effetti sull’aderenza cellulare, sulla morfologia cellulare e sulla 

crescita in coltura. Le cellule sono state esaminate al microscopio invertito Optika XDS-

2 (OptikaMicroscopes, Bergamo, Italia), combinato con una fotocamera digitale True 

Chrome HD II (TiEsseLab S.r.l., Milano, Italia).  

6.8 IMMUNOFLUORESCENZA 

Le cellule RBE4 sono state piastrate alla densità di 5×10
4
 su vetrini coprioggetto 

sterilizzati, alloggiati in piastre multipozzetto da 6, in terreno di crescita completo fino 

alla formazione del monostrato (48 ore). Diversamente, per le co-colture, è stato 

utilizzato il sistema descritto in precedenza. Successivamente, il terreno di crescita è 
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stato sostituito con terreno di starvazione a cui sono stati aggiunti gli appropriati stimoli. 

Dopo i trattamenti, le cellule sono state fissate in metanolo freddo per 20 minuti a 4 °C 

per la rilevazione delle proteine TJ oppure con paraformaldeide al 4% per la rilevazione 

delle proteine del citoscheletro. Dopo permeabilizzazione con 0,3% Triton X-100 

(Sigma-Aldrich, Milano, Italia) in PBS per 10 minuti e blocco in 1% BSA (Prodotti 

Gianni, Milano, Italia) per 30 minuti, le cellule sono state incubate con gli anticorpi 

diretti contro ZO-1 (diluizione 1:200), claudina-5 (diluizione 1:200), occludina 

(diluizione 1:200), falloidina (diluizione 1:200; Thermo Fisher Scientific, Milano, Italia)  

e vimentina (diluizione 1:200; Sigma-Aldrich, Milano, Italia) overnight a 4 °C. 

L’incubazione con gli appropriati anticorpi secondari Alexa Fluor IgG (diluizione 1:500; 

Thermo Fisher Scientific, Milano, Italia) è stata eseguita per 1 ora a temperatura 

ambiente. La controcolorazione dei nuclei è stata effettuata con DAPI (4',6-diamidin-2-

fenilindolo; diluizione 1:2.000; Thermo Fisher Scientific, Milano, Italia). Infine, i vetrini 

coprioggetto sono stati montati utilizzando il montante acquoso Fluoromount (Thermo 

Fisher Scientific, Milano, Italia). La fluorescenza è stata rilevata con un ingrandimento 

totale di 400× mediante microscopio Leica DM6000B dotato di fotocamera DFC350FX. 

Per ogni punto sperimentale, eseguito in triplicato, sono stati scelti cinque campi 

microscopici. 

6.9 ANALISI STATISTICA 

Tutti i risultati sperimentali sono espressi come media ± S.E.M. (Standard Error of the 

Mean – errore standard della media). Per determinare differenze statisticamente 

significative tra i risultati ottenuti, il t di Student è stato applicato in tutte le valutazioni 

sperimentali. Sono stati considerati significativi valori di p < 0,05. 

 



58 
 

CAPITOLO 7: RISULTATI 

7.1 VALUTAZIONE DELLA VITALITÀ CELLULARE 

L’effetto dei microelementi sulla vitalità cellulare è stato valutato tramite saggio MTT. 

Cellule RBE4 sono state sottoposte a concentrazioni crescenti di CdCl2 e di ZnCl2. Le 

analisi sono state condotte a 24 ore. Come mostrato in figura 5A, il trattamento con 

CdCl2 ha determinato una riduzione dose-dipendente della vitalità cellulare rispetto al 

controllo. D’altra parte, lo ZnCl2 ha mostrato i suoi effetti tossici solo a concentrazioni 

molto elevate (Figura 5B). Pertanto, sulla base dei presenti dati sperimentali, la 

concentrazione utilizzata al fine di mimare un danno sub-citotossico e cronico da Cd è 

stata di 10 µM; mentre, la concentrazione di Zn, non tossica, è stata stabilita a 50 µM. 

Il pre-trattamento con ZnCl2, 24 ore prima della stimolazione con CdCl2, conferma la 

sua efficacia nel mantenere la vitalità cellulare del nostro modello cellulare a valori 

paragonabili al controllo (Figura 5C). 

 

Figura 5. Valutazione della vitalità cellulare mediante saggio MTT. A- Curva dose-risposta delle 

cellule RBE4 dopo esposizione a differenti concentrazioni di CdCl2 per 24 ore. B- Curva dose-risposta 

delle cellule RBE4 dopo esposizione a differenti concentrazioni di ZnCl2 per 24 ore. C- Analisi della 

vitalità cellulare in seguito a pre-trattamento con ZnCl2 50µM per 24 ore e trattamento con CdCl2 10µM 

per le successive 24 ore. I risultati sono espressi, in percentuale rispetto al controllo, come media ± SEM. 

*p<0,05; **p<0,01 vs Ctrl; ^^p<0,01 vs CdCl2. 

V
it

a
li

tà
 C

el
lu

la
re

 

V
it

a
li

tà
 C

el
lu

la
re

 



59 
 

7.2 ANALISI DELLO STRESS DEL RETICOLO ENDOPLASMATICO 

Il reticolo endoplasmatico gioca un ruolo essenziale nell’omeostasi cellulare e 

l’induzione nell’espressione di GRP78 ne rappresenta un marcatore specifico di stress 

[408]. Come mostrato in figura 6, in seguito al trattamento con CdCl2 10 µM è stato 

osservato un aumento significativo dei livelli di espressione di GRP78. Tale effetto è 

stato neutralizzato dal pre-trattamento con ZnCl2. 

 

Figura 6. Analisi dell’espressione di GRP78. I risultati sono espressi, in percentuale rispetto al controllo, 

come media ± SEM. **p<0,01 vs Ctrl; ^^p<0,01 vs CdCl2. 
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7.3 ANALISI DELLA CASCATA APOPTOTICA 

Considerando il reticolo endoplasmatico come nuovo punto focale nella regolazione 

dell’apoptosi [408], sono state valutate l’espressione di Bax, come mediatore pro-

apoptotico coinvolto nel rilascio del citocromo c dai mitocondri, e l’attivazione della 

proCaspasi-3, una tra le caspasi effettrici responsabili, tra le altre funzioni, 

dell’induzione del programma di morte cellulare. 

Il trattamento con CdCl2 non determina un aumento significativo dei livelli di 

espressione di Bax (Figura 7),  tuttavia, osserviamo la riduzione dei livelli della forma 

inattiva della Caspasi-3 e il conseguente aumento della sua forma clivata, attiva (Figura 

8). 

 

Figura 7. Analisi dell’espressione della proteina pro-apoptotica Bax. I risultati sono espressi, in 

percentuale rispetto al controllo, come media ± SEM. 

Sebbene i livelli di espressione di Bax continuino a rimanere inalterati, in presenza di 

ZnCl2 predomina la forma inattiva della Caspasi-3 (Figura 8), confermando 

ulteriormente il suo ruolo protettivo contro l’induzione della cascata apoptotica. 
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Figura 8. Analisi dell’espressione della proCaspasi-3 e della proteina clivata Caspasi-3. I risultati 

sono espressi, in percentuale rispetto al controllo, come media ± SEM. **p<0,01 vs Ctrl; ^^p<0,01 vs 

CdCl2. 
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7.4 EFFETTI SUL CITOSCHELETRO E SU ZO-1 

A livello morfologico, l’impatto complessivo del Cd su cellule RBE4 è stato determinato 

mediante immunofluorescenza per F-actina e vimentina, tra le componenti del 

citoscheletro, e per ZO-1, una delle principali proteine coinvolte nella formazione delle 

giunzioni occludenti (Figura 9).  

 

Figura 9. Valutazione delle alterazioni morfologiche in immunofluorescenza. A- Localizzazione e 

distribuzione della proteina ZO-1. Alterazioni citoscheletriche della F-actina (B) e della vimentina (C). 

Ingrandimento totale 400×. Scale bar: 25µm. 

Nel gruppo di controllo, ZO-1 è localizzata ai margini cellulari formando un bordo 

continuo e puntiforme intorno alle singole cellule. In presenza del Cd, si osserva una 
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graduale transizione dell’immunocolorazione da strutture puntiformi (Figura 10A) a 

strutture a cerniera (Figura 10B), nonché un’alterata dislocazione della proteina. 

 

Figura 10. Immagini rappresentative delle alterazioni a carico della proteina ZO-1. 

Inoltre, la formazione di aperture intercellulari nel monostrato cellulare ha fatto supporre 

un riarrangiamento citoscheletrico. La figura 9B mostra come la presenza di CdCl2 

determini la formazione di fibre da stress della F-actina (contrassegnate con asterischi) 

che bandeggiano interamente la cellula anziché essere dislocate in periferia come nel 

controllo. Per quanto riguarda la vimentina (Figura 9C), mentre nel gruppo di controllo 

appare organizzata in sottili filamenti che dal nucleo si diramano lungo tutta la cellula, il 

CdCl2 ne determina la formazione di aggregati (contrassegnati con frecce). 

Il pre-trattamento con ZnCl2 è in grado di proteggere parzialmente dalle alterazioni 

indotte dal CdCl2 sia a carico del citoscheletro che della localizzazione di ZO-1. 
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7.5 VALUTAZIONE DELLA RISPOSTA CELLULARE ANTIOSSIDANTE 

Abbiamo successivamente ipotizzato che i danni precedentemente descritti potessero 

essere dovuti non solo ad un aumento delle specie reattive dell’ossigeno ma anche ad 

una riduzione delle difese antiossidanti cellulari. Al fine di testare tale ipotesi, sono stati 

valutati i livelli di espressione della superossido dismutasi 1 (SOD1) (Figura 11). Come 

evidenziato mediante Western blot, sebbene nelle prime 8 ore osserviamo un aumento 

dell’espressione di SOD1, il trattamento con CdCl2 10 µM nelle 24 ore ne determina una 

riduzione, facendo supporre che il peggioramento dell’omeostasi cellulare sia dovuto 

all’indebolimento delle difese antiossidanti della cellula. D’altronde, lo ZnCl2 è capace 

di innalzarne i livelli confermandone l’effetto citoprotettivo. 

 

Figura 11. Analisi dell’espressione di SOD1 ad 8 ore (A) e 24 ore (B) di trattamento. I risultati sono 

espressi, in percentuale rispetto al controllo, come media ± SEM. *p<0,05; **p<0,01 vs Ctrl; ^^p<0,01 vs 

CdCl2. 

Ad ulteriore conferma di tale dato, è stata valutata la dislocazione di Nrf2, un fattore di 

trascrizione che regola l’espressione genica di una varietà di enzimi citoprotettivi 

antiossidanti, tra cui la famiglia delle superossido dismutasi, posti sotto il controllo del 

promotore ARE (antioxidant response element, elemento di risposta antiossidante). 

Come mostrato in immunofluorescenza (Figura 12), mentre nel gruppo di controllo il 

segnale risulta essere perinucleare, in seguito al trattamento con CdCl2 per 8 ore, si 

osserva la completa traslocazione della proteina nel nucleo, facendo ipotizzare per una 
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trascrizione attiva dei geni ARE. Dopo 24 ore di trattamento, Nrf2 torna ad essere 

prevalentemente citoplasmatico. Tale situazione viene ulteriormente ribaltata in presenza 

di ZnCl2, confermando il risultato ottenuto in precedenza. 

Figura 12. Localizzazione subcellulare di Nrf2 in seguito ai vari trattamenti. A- Immagini 

rappresentative della localizzazione subcellulare di Nrf2 ottenute in immunofluorescenza. B- 

Rappresentazione grafica dell’intensità del segnale su singola cellula. L’area occupata dal nucleo è 

marcata in azzurro. Ingrandimento totale 400×. Scale bar: 25µm. 
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7.6 ANALISI DELL’EFFETTO DEL CADMIO IN CO-COLTURA 

L’utilizzo della sola linea di cellule endoteliali cerebrali RBE4, come modello semplice 

di BBB, ci ha permesso di comprendere alcune delle vie intracellulari che vengono 

attivate in seguito all’esposizione a Cd. Al fine di poter confermare i pattern di 

attivazione in un modello di BBB più complesso che imiti al meglio le caratteristiche 

anatomiche della BBB, è stato messo a punto un sistema di co-colture con cellule 

endoteliali RBE4, astrociti DI TNC1 e periciti RBVP, così come precedentemente 

descritto nella sezione “Materiali e metodi”. 

È stato innanzitutto valutato se vi fossero differenze della vitalità cellulare quando 

cellule RBE4 fossero coltivate in presenza degli astrociti e/o dei periciti. Dall’analisi 

degli MTT effettuati abbiamo riscontrato una riduzione della vitalità probabilmente 

associata, come poi confermato negli esperimenti susseguenti, ad una maggiore 

resistenza da parte delle stesse cellule. In presenza dello stimolo tossico, siamo andati a 

valutare la vitalità delle cellule RBE4 in co-coltura (Figura 13). Sulla base dei risultati 

ottenuti dai saggi MTT, differenze nella vitalità sono state riscontrate sia riguardo alla 

durata di esposizione al CdCl2 (8 e 24 ore) che alla presenza del tipo cellulare (RBE4 in 

co-coltura con DI TNC1 o in co-coltura con RBVP o in co-coltura con entrambi i tipi 

cellulari). 

Nello specifico, in confronto alle mono-colture, le cellule RBE4 mostrano una maggiore 

protezione da CdCl2 10 µM quando sono in co-coltura con la linea cellulare astrocitaria 

DI TNC1. Tale dato è stato confermato sia a 8 ore, con un aumento della vitalità dal 

78% al 90%, che a 24 ore di trattamento con CdCl2, con un aumento della vitalità dal 

65% al 77%.  

La situazione risulta completamente opposta quando le cellule endoteliali cerebrali sono 

in co-coltura con i periciti, mostrando una minore vitalità in seguito al trattamento con 

CdCl2. 
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Un risultato intermedio è stato osservato in tri-coltura, anche se il maggiore effetto 

protettivo si osserva ad 8 ore dal trattamento; mentre, a 24 ore i valori sono paragonabili 

a quelli delle RBE4 monocoltivate. 

 

Figura 13. Valutazione della vitalità cellulare mediante saggio MTT delle cellule RBE4 in co-coltura 

in seguito al trattamento con CdCl2 10µM per 8 e 24 ore. I risultati sono espressi, in percentuale 

rispetto alle monocolture, come media ± SEM. *p<0,05; **p<0,01 vs RBE4_8h; ^^p<0,01 vs RBE4_24h. 

In Figura 14, si può osservare come le cellule RBE4 in co-coltura tollerino 

maggiormente il Cd rispetto alle monocolture. Come valutato in microscopia a contrasto 

di fase, la morfologia delle cellule RBE4 in co-coltura era meno influenzata dal Cd, 

rispetto alle RBE4 monocoltivate dopo 8 e 24 ore. 

Le cellule di controllo RBE4, sia in monocoltura che in co-coltura, mostrano una forma 

poligonale necessaria alla formazione di un monostrato cellulare continuo. 

D’altra parte, le cellule RBE4 trattate con Cd in condizioni di monocoltura si presentano 

con marcate alterazioni morfologiche: cellule di forma poligonale ma con prevalenza di 

una morfologia allungata, riduzione della densità cellulare, con cellule che crescono più 

diffuse nella piastra e con un maggior numero di cellule che si distaccano dal substrato. 

Nelle cellule RBE4 in co-coltura osserviamo una lieve riduzione della densità cellulare 

con preservazione della continuità del monostrato cellulare, senza evidenti alterazioni 

morfologiche. 
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Figura 14. Micrografie di cellule RBE4 in monocoltura e in co-coltura. Ingrandimento totale 100×. 

Scale bar: 50µm. 

L’analisi delle proteine carbonilate, come misura dello stress ossidativo indotto dal Cd, 

conferma ulteriormente tale dato. Infatti, in figura 15 è mostrato come la frazione delle 

proteine ossidate aumenti di circa il 10% rispetto al controllo e come gli estratti proteici 

ottenuti dalle RBE4 in co-coltura presentino una bassa percentuale delle stesse. 
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Figura 15. Analisi delle proteine carbonilate in cellule RBE4 in mono- e in co-coltura. I risultati sono 

espressi, in percentuale rispetto al controllo, come media ± SEM. *p<0,05 vs Ctrl; ^p<0,05 vs 

monocolture. 

Insieme a ZO-1, claudina-5 e occludina rappresentano altre due importanti componenti 

nella formazione delle giunzioni occludenti. Difatti, come mostrato in figura 16, è stato 

possibile determinare in immunofluorescenza la presenza di claudina-5, correttamente 

localizzata ai margini cellulari, solo quando le cellule RBE4 erano in co-coltura. In 

contrasto, l’occludina risultava essere prevalentemente citoplasmatica anche se è stato 

possibile osservarne una debole localizzazione periferica in tri-coltura. 

Complessivamente, i risultati hanno ampiamente confermato che gli effetti del Cd erano 

significativamente attenuati nel modello di co-coltura rispetto alle monocolture. 
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Figura 16. Localizzazione e distribuzione delle proteine ZO-1 (A) e claudina-5 (B) in cellule RBE4 in 

co-coltura. Ingrandimento totale 400×. Scale bar: 50µm.  
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CAPITOLO 8: DISCUSSIONE 

Il cadmio (Cd) è un metallo di transizione ampiamente utilizzato nella placcatura dei 

metalli come anticorrosivo e nella produzione di accumulatori, leghe, stabilizzanti e 

pigmenti. L’uomo e le specie animali entrano in contatto con il Cd attraverso acqua, aria 

e cibi contaminati, principalmente a causa delle emissioni industriali. In concerto con 

altri inquinanti ambientali, l’esposizione al Cd può provocare effetti estremamente 

dannosi per la salute tra cui nefrotossicità, epatotossicità [409], tossicità cardiovascolare 

[410], tossicità riproduttiva [411], immunotossicità [412] e neurotossicità [413, 414]. 

Il meccanismo di tossicità di questo xenobiotico è multidirezionale. Gli ioni Cd
2+

 sono 

caratterizzati da un’elevata affinità per le strutture biologiche contenenti gruppi 

sulfidrilici, amminici, carbossilici, imidazolici alterando la loro funzione [62, 409, 415]. 

Questo xenobiotico può anche interferire con bioelementi essenziali come zinco, 

magnesio, selenio, calcio e ferro, con conseguente alterazione della loro omeostasi e 

delle loro funzioni biologiche [51, 55, 57, 58, 60, 416, 417]. 

Uno dei principali meccanismi attraverso il quale il Cd esercita la sua azione tossica è lo 

stress ossidativo [64, 415, 417-419]. Sebbene questo metallo non possa indurre la 

produzione diretta delle specie reattive dell’ossigeno e di radicali liberi, è in grado di 

stimolarne indirettamente la loro produzione, indebolendo i meccanismi antiossidanti 

cellulari sia di tipo enzimatico che non enzimatico [409, 415, 419, 420]. 

L’accumulo di radicali idrossilici liberi è catalizzato da un ciclo redox, noto come 

chimica di Fenton, in cui sono coinvolti perossidi e metalli di transizione (ferro e rame) 

[421-423]. Altri ioni metallici redox-attivi sono cromo, cobalto, vanadio, manganese e 

nichel [424]. 
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L’ossidazione di una molecola riducente, come la cisteina, da parte di ioni Cu
2+

/Fe
3+

 

liberi causa la formazione di legami disolfuro provocando una perdita nello stato di 

ossidazione degli ioni (Figura 17). La successiva decomposizione del perossido di 

idrogeno da parte degli ioni Cu
1+

/Fe
2+

 induce la formazione di radicali idrossilici liberi. 

Inoltre, lo stato di ossidazione rigenerato a Cu
2+

/Fe
3+

 consente agli ioni di partecipare 

continuamente al meccanismo di Fenton. 

 

 

Figura 17. Rappresentazione grafica dei meccanismi di Fenton. A- I metalli di transizione redox-attivi 

catalizzano la formazione del legame disolfuro e successivamente inducono la formazione di ROS tramite 

la reazione di Fenton. B- Lo zinco stabilizza i residui sulfidrilici liberi, inibendo la formazione di ROS. 

In tale contesto, il Cd può interferire con l’omeostasi dei metalli redox-attivi o spiazzarli 

dai loro siti di deposito, dando così origine a tale ciclo di reazioni. Di conseguenza, il 

risultante stress ossidativo provoca il danneggiamento di macromolecole chiave 

(proteine, DNA e lipidi), organelli intracellulari e membrane cellulari [64, 415, 425]. 

Anche a basse dosi, il SNC è più suscettibile allo stress ossidativo indotto da Cd rispetto 

a reni, fegato, milza e testicoli [426], a causa della sua elevata sensibilità alla 

perossidazione lipidica [427]. È stato inoltre dimostrato che l’esposizione orale 
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subcronica al Cd causa un aumento dei livelli di malondialdeide, correlato alla 

generazione eccessiva di radicali liberi e sottoprodotti della lipoperossidazione [428]. 

Pertanto, nonostante la presenza della BBB, il SNC è soggetto alla tossicità da Cd, 

inducendo disfunzioni neurologiche nell’uomo [429] e in modelli animali [430]. 

Il Cd tende ad accumularsi a livello dei plessi corioidei a concentrazioni molto maggiori 

di quelle trovate nel liquido cerebrospinale (CSF) e nei tessuti cerebrali. Uno studio post 

mortem sull’uomo ha rivelato che la concentrazione di Cd nei plessi corioidei era di 

circa 2-3 volte superiore a quella riscontrata nella corteccia cerebrale [125]. Il Cd può 

danneggiare direttamente l’ultrastruttura dei plessi corioidei aumentando la permeabilità 

della BBB nel ratto; inoltre, a causa della minore integrità della BBB, esso risulta essere 

più tossico per i ratti neonati e giovani rispetto ai ratti adulti [431]. Sebbene sia 

ampiamente riconosciuto l’effetto del Cd sul SNC, i meccanismi molecolari che 

soggiacciono all’aumentata permeabilità della BBB indotta dal Cd non sono stati ancora 

del tutto chiariti [403]. 

Conformemente a studi effettuati su altre linee cellulari [432-435], i nostri risultati 

hanno rivelato che 10 µM di CdCl2 inducono un’alterazione del pattern di localizzazione 

della proteina ZO-1 così come delle proteine del citoscheletro F-actina e vimentina, in 

cellule endoteliali RBE4, indicando che le TJ e le proteine a loro associate sono 

annoverabili tra i bersagli primari del Cd. 

Lo stress ossidativo è una componente importante nel processo lesivo indotto dal Cd 

[64]. Nello specifico, il Cd esercita un effetto opposto a seconda dell’esposizione acuta o 

cronica. L’esposizione cronica al Cd induce alti livelli di ROS e contribuisce 

all’acquisizione di tolleranza al metallo, come parte di un meccanismo di difesa per 

combattere i danni indotti dal Cd, tra cui resistenza all’apoptosi [436], maggiore capacità 

di invasione, de-differenziazione e proprietà di autorinnovamento [93]. La nostra 
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osservazione del mancato aumento dell’espressione della proteina effettrice pro-

apoptotica Bax ha ulteriormente rafforzato questo risultato. 

Mentre è ormai assodato che il ER svolge un ruolo essenziale nell’omeostasi cellulare, 

scoperte recenti indicano il ER come un sito di convergenza di molecole sia pro- che 

anti-apoptotiche, rappresentando un punto focale per la regolazione dell’apoptosi [437, 

438]. Per sopravvivere in condizioni di stress del ER, viene attivata la risposta UPR 

(unfolded protein response) che spegne la traduzione generale delle proteine inducendo 

selettivamente l’espressione di proteine chaperone come GRP78, interferendo con 

l’attivazione delle caspasi [439, 440]. Quindi, l’induzione di GRP78 in condizioni 

patologiche può rappresentare un importante meccanismo di protezione cellulare per la 

sopravvivenza allo stress del ER [441]. Abbiamo osservato che in seguito 

all’esposizione a CdCl2, GRP78 era altamente sovraespresso, in accordo con il ruolo 

citoprotettivo di questo chaperone [442], supportando il ruolo dello stress del ER come 

tentativo di mantenere l’omeostasi cellulare [443]. 

Sebbene l’attivazione della Caspasi-3 sia considerata un evento specifico dell’apoptosi, 

esistono studi che suggeriscono il suo ruolo protettivo [444]. In accordo con questa 

visione, abbiamo osservato l’attivazione Cd-dipendente della Caspasi-3 nelle cellule 

RBE4 in assenza di un’attivazione parallela della cascata di segnalazione apoptotica, 

come aumento dei livelli di espressione della proteina Bax. 

Diversi studi hanno indagato i possibili effetti neuroprotettivi di differenti sostanze 

naturali sul danno cerebrale ossidativo indotto dal Cd come melatonina [445], quercetina 

[446], acido ferulico [447], genisteina [414], proantocianidine [413], epigallocatechina 

gallato [448], disolfuro di diallile [449], α-tocoferolo [450] e β-carotene [451]. 

Tra questi, lo Zn, oltre a competere con il Cd per gli stessi trasportatori, come ZIP7, 

ZIP8 e ZIP14 [452-454], ostacolandone l’ingresso nella cellula, funge anche da 
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antiossidante molto potente [455]. Essendo un importante cofattore per oltre 300 diversi 

enzimi e fattori di trascrizione, concentrazioni sufficienti di Zn sono necessarie per il 

corretto funzionamento del metabolismo cellulare [456]. 

Per quanto riguarda le sue proprietà antiossidanti, tra i diversi meccanismi proposti, lo 

Zn ha un’alta affinità per stabilizzare e proteggere i gruppi sulfidrilici delle cisteine 

dall’ossidazione e dalla successiva formazione di ROS [457], inibendo il meccanismo di 

Fenton [458, 459]. Dai nostri primi risultati, non è stato sorprendente osservare che lo 

Zn sia in grado di contrastare la riduzione della vitalità cellulare indotta dal Cd, 

confermato anche da uno stress del ER ridotto. 

Sulla base dei dati precedenti, abbiamo spostato la nostra attenzione sull’attivazione 

della cascata apoptotica. Le sequenze apoptotiche possono avvenire tramite la via 

estrinseca o intrinseca. Entrambe le vie implicano l’attivazione della Caspasi-3 per 

avviare il percorso di morte cellulare programmata [460]. Nello specifico, sono stati 

valutati i livelli di espressione della Caspasi-3 nella sua forma inattiva (proCaspasi-3) ed 

attivata in seguito ai vari trattamenti. Osserviamo come in presenza di Cd è 

maggiormente espressa la forma clivata (quindi attiva) mentre in presenza di Zn 

predomina la forma inattiva, confermando il ruolo protettivo dello Zn contro 

l’attivazione della via apoptotica indotta dal Cd. 

Questo risultato è supportato dal fatto che lo Zn è un noto regolatore dell’apoptosi nelle 

cellule dei mammiferi attraverso una serie di meccanismi e percorsi diversi. La 

disponibilità di Zn ha dimostrato di influenzare e inibire l’apoptosi in varie cellule 

tumorali [461]. Ad esempio, in timociti di topo, induzione/soppressione dell’apoptosi 

mediante solfato di zinco era dose-dipendente [462]: basse concentrazioni di Zn (7,5-15 

μM) inducevano l’apoptosi, mentre una integrazione di Zn più significativa (75-600 μM) 

la sopprimeva. Inoltre, i meccanismi di apoptosi indotti dal Cd sono frequentemente 
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legati alla sovrapproduzione di ROS, con conseguente stress ossidativo cellulare, rilascio 

di citocromo c dai mitocondri [463-465] e attivazione della via intrinseca dell’apoptosi 

[466]. 

La fuoriuscita del citocromo c attraverso la membrana mitocondriale esterna è favorita 

dall’aumentata espressione della proteina Bax [467]. La successiva formazione 

dell’apoptosoma attiva la Caspasi-9 e avvia il percorso di morte cellulare [460]. Oltre al 

fatto che i livelli di espressione di Bax risultano essere più bassi in presenza di Zn 

rispetto al solo trattamento con Cd, come evidenziato nel nostro studio, lo Zn 

sembrerebbe regolare sia l’attività della Caspasi-9 [468] che della Caspasi-3 [469, 470]. 

Sebbene i meccanismi specifici rimangono poco chiari, è possibile che lo Zn protegga i 

gruppi tiolici delle caspasi dall’ossidazione prodotta tramite le reazioni di Fenton [459, 

468]. 

D’altra parte, quando le cellule endoteliali sono pretrattate con ZnCl2 50 µM per 24 ore, 

lo Zn è in grado di riattivare l’espressione di SOD1, contrastando l’azione di radicali 

liberi e perossidi prima che possano infliggere danni alle macromolecole. Difatti, deficit 

di espressione o della sua funzione sono correlati a disturbi neurologici [471]. 

Coerentemente con questo, il trattamento prolungato con Cd (24 ore), ma non quello ad 

8 ore, ha dimostrato di sopprimere l’espressione di enzimi coinvolti nel metabolismo dei 

ROS, tra cui SOD1. Tale dato è supportato anche da esperimenti in vivo dove 

l’incremento di LPO nel tessuto cerebrale è una conseguenza di un indebolimento 

indiretto delle difese antiossidanti negli animali trattati con Cd [413, 446]; in seguito 

all’esposizione da Cd, è stata osservata una riduzione delle molecole antiossidanti 

cellulari non-enzimatiche, come il glutatione (GSH), ed enzimatiche, come le 

superossido dismutasi (SOD), la catalasi (CAT), la glutatione perossidasi (GPx) e la 

glutatione reduttasi (GR) [472, 473]. Pertanto, l’esaurimento della difesa antiossidante e 
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il successivo incremento della perossidazione lipidica può aggravare il danno ossidativo 

cerebrale. 

Il fattore di trascrizione nucleare correlato al fattore eritroide 2 (nuclear factor erythroid 

2-related factor 2, Nrf2) è il principale dei sistemi citoprotettivi di risposta allo stress 

ossidativo [474]. Tale fattore di trascrizione riconosce l’elemento di risposta 

antiossidante (ARE) e regola l’espressione degli enzimi antiossidanti [475]. Il fattore di 

trascrizione Nrf2 è attivato quando trasloca nel nucleo, eterodimerizza con piccole 

proteine Maf e quindi si lega alla sequenza ARE [476], una via segnalatoria nota come 

meccanismo canonico di attivazione di Nrf2 [477]. 

Pertanto, mentre a 8 ore Nrf2 era prevalentemente nucleare facendo ipotizzare per una 

attiva trascrizione dei geni antiossidanti, confermato con l’aumentata espressione di 

SOD1, dopo 24 ore di esposizione al Cd, l’espressione di Nrf2 nel nucleo era ridotta, 

indicativo della sua inibizione, come confermato dalla ridotta espressione di SOD1. Tale 

dato è ulteriormente supportato dal fatto che l’intossicazione subcronica da Cd 

determina: 

- l’espressione ridotta dell’mRNA di Nrf2, che a sua volta sottoregola i livelli 

trascrizionali del gene antiossidante SOD1 [478]. D’altronde, l’integrazione con 

Zn determina l’aumento dei livelli di mRNA di Nrf2 e, conseguentemente, dei 

geni antiossidanti da esso regolati [479]; 

- l’aumentata trascrizione genica di Keap1, un sensore dello stress ossidativo, che 

regola negativamente e sequestra Nrf2 nel citoplasma, rendendolo incapace di 

attivare il pathway ARE [480-482]; 

- la ridotta espressione di metallotioneine con conseguente aumento della frazione 

di Cd libera [428]. 
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Ipotizziamo che alla base della via di segnalazione fin qui descritta possa essere 

coinvolto GSK-3. La serina/treonina chinasi GSK-3 è una molecola di segnalazione 

conservata con ruoli essenziali in diversi processi biologici. Nei mammiferi, GSK-3 è 

espresso in due forme: GSK-3α e GSK-3β. L’esistenza di due isoenzimi sembra essere 

legata all’evoluzione dei vertebrati, probabilmente allo sviluppo di sistemi altamente 

ordinati come il SNC. Studi recenti hanno individuato alcune differenze fisiologiche tra i 

due isoenzimi nelle funzioni correlate allo sviluppo embrionale, alla struttura cerebrale e 

al comportamento; sebbene altri studi abbiano chiaramente dimostrato una funzione 

ridondante per i due isoenzimi [483-491]. 

Nei neuroni, GSK-3 è intimamente coinvolto nel controllo dell’apoptosi, della plasticità 

sinaptica, della formazione degli assoni e della neurogenesi [492-498]. Gli studi in vivo 

indicano che l’eccessiva attività di GSK-3, a causa di un aumento della sua espressione o 

di uno sbilanciamento dello stato di fosforilazione verso uno stato enzimatico iperattivo, 

provoca effetti avversi. Animali transgenici che sovraesprimono GSK-3 mostrano 

alterazioni nelle dimensioni dell’encefalo, compromissione del potenziamento a lungo 

termine della trasmissione sinaptica e deficit nell’apprendimento e nella memoria [499-

501]. Questi animali hanno anche caratteristiche tipiche della malattia di Alzheimer, 

come iperfosforilazione della proteina tau e produzione potenziata del peptide Aβ [502-

504]. Infine, è stata segnalata una regolazione anormale dell’attività di GSK-3 in 

pazienti con malattia di Alzheimer [505, 506], sclerosi laterale amiotrofica [507], 

depressione maggiore [508, 509], schizofrenia [510, 511] e disturbo bipolare [512].  

Sebbene il catione litio sia stato il primo inibitore “naturale” di GSK-3 ad essere 

scoperto [513, 514], altri metalli come berillio, zinco, mercurio e rame sono inibitori di 

GSK-3 [515-517], più potenti rispetto al litio (IC50 nell’intervallo di concentrazione 

micromolare vs IC50 del litio che è nell’ordine di concentrazione millimolare).  
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Di particolare interesse è l’oligoelemento Zn, che a differenza del litio e altri ioni 

metallici, si trova naturalmente nei tessuti corporei. Degno di nota è il fatto che bassi 

livelli di Zn siano correlati a disturbo depressivo maggiore e compromissione delle 

funzioni mentali. In modelli animali, la carenza di Zn provoca un aumento dei 

comportamenti simil-depressivi e dell’ansia [518, 519], e il trattamento con lo Zn 

produce un’attività antidepressiva. L’ipozinchemia viene spesso rilevata in pazienti con 

depressione maggiore e l’integrazione alimentare di Zn migliora i sintomi della 

depressione [510, 521]. Quindi, l’attività terapeutica dello Zn sul comportamento e su 

altri sintomi cognitivi è mediata dalla sua capacità di inibire GSK-3. 

Un ulteriore studio, a conferma di quanto esposto, analizza l’effetto dello stress 

ossidativo indotto da H2O2 in cellule di neuroblastoma, sulla regolazione di Akt e GSK-

3β e sulla localizzazione subcellulare di Nrf2 [522]. Coerentemente con l’osservazione 

generalizzata che il pathway di sopravvivenza PI3K/Akt è attivato in risposta agli 

ossidanti esterni [523, 524], lo studio identifica un’attivazione a breve termine di Akt, 

inibizione di GSK-3β e la conseguente ridistribuzione parallela di Nrf2 verso il nucleo. 

Tuttavia, l’effetto a lungo termine indotto da H2O2 era di down-regolare Akt e attivare 

GSK-3β insieme alla rilocazione di Nrf2 nel citosol, limitando la risposta cellulare 

antiossidante. 

Pertanto, GSK-3β viene identificata come la principale proteina responsabile per 

mantenere Nrf2 nel citoplasma, fornendo un meccanismo utile a spiegare la perdita di 

tolleranza agli ossidanti che si verifica in condizioni di persistente esposizione agli 

ossidanti come osservato in diverse neuropatologie [525, 526]. 
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Figura 18. Rappresentazione schematica dei pathway molecolari attivati in seguito al trattamento 

con Cd e possibili meccanismi di interferenza dello Zn. 

La BBB ha un ruolo fondamentale nel mantenere l’omeostasi del SNC e della normale 

funzione cerebrale. Studi recenti hanno messo in evidenza che le disfunzioni a carico 

della BBB sono fortemente implicate in numerose malattie neurodegenerative come 

morbo di Parkinson [527] e di Alzheimer [528-531], demenza [530], epilessia [532], 

autismo, sclerosi multipla [533], in molti disordini neurologici associati tra cui ictus 

[534], trauma cranico [535], edema cerebrale [536], AIDS [537], tumori cerebrali [538], 

processi infettivi o infiammatori [539], dolore [540], glaucoma [541], anoressia [542], 

obesità [543], emicrania [544] e ipertensione [545], nonché in disturbi psichiatrici [546] 

come depressione [547], schizofrenia [548] e deficit cognitivi [549]. 
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Strutturalmente, la BBB è composta da diversi tipi cellulari tra cui cellule endoteliali, 

periciti, astrociti, neuroni e microglia che ne costituiscono l’unità neurovascolare grazie 

alla cui complessa e integrata struttura ne assicura le sue funzioni [550, 551]. 

Pertanto, gli effetti neurotossici del Cd sulle RBE4 sono stati valutati anche in co-coltura 

per determinare se questi effetti potessero essere modulati o mitigati in presenza degli 

altri tipi cellulari, ovvero astrociti DI TNC1 e periciti RBVP. 

I dati sono stati confrontati con quelli ottenuti da monocolture valutando la funzione 

mitocondriale e la morfologia cellulare. I risultati hanno mostrato chiaramente che il Cd 

influenza l’attività mitocondriale e la morfologia cellulare sia in condizioni di 

monocultura che in co-coltura. Tuttavia, gli effetti citotossici risultavano attenuati nelle 

co-colture con gli astrociti, ma non in presenza dei soli periciti. 

Difatti, gli astrociti esercitano un ruolo protettivo attraverso il rilascio di molecole 

associate agli antiossidanti, attenuando il processo degenerativo [552]. Inoltre, la 

funzione di supporto degli astrociti mette in evidenza il loro ruolo di primo piano nel 

rafforzare strutturalmente il complesso delle giunzioni serrate mediante secrezione di 

fattori trofici [553]. 

Questa caratteristica è correlata all’espressione esclusiva di molecole di adesione come 

la claudina-5, situazione che è stata verificata solo quando le cellule RBE4 erano in co-

coltura con gli astrociti, ma non è stata riscontrata per l’occludina. Alcuni studi 

dimostrano infatti come le giunzioni serrate risultino rafforzate mediante un’adeguata 

regolazione dell’occludina quando le cellule endoteliali sono in co-coltura con i neuroni 

[554, 555]. 

Sebbene i periciti rappresentino una componente cellulare chiave della BBB, 

partecipando all’omeostasi cerebrale attraverso la regolazione dello sviluppo [556] e 

dell’integrità vascolare [557] e mostrando diverse proprietà ricostituenti in seguito alla 

lesione della BBB [558-562], negli esperimenti in co-coltura sembrano costituirne 
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l’anello debole. Probabilmente, l’integrità della BBB potrebbe essere ridotta dai periciti 

in seguito alla secrezione di VEGF e metalloproteinasi della matrice [557, 562, 563], 

molecole che sono up-regolate in presenza di Cd [93, 564]. Tuttavia, quest’ultimo 

aspetto necessita un maggiore approfondimento poiché non ci sono dati in letteratura sui 

possibili effetti del Cd sui periciti neurovascolari. 
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CONCLUSIONI 

A causa del loro alto grado di tossicità, i metalli pesanti come cadmio, piombo e 

alluminio si collocano tra le priorità di importanza per la salute pubblica. Lo scorso 11 

agosto, l’Unione Europea ha annunciato l’entrata in vigore, a partire da settembre 2021, 

delle nuove misure volte a ridurre ulteriormente la presenza di cadmio e piombo negli 

alimenti, fissando i nuovi livelli massimi. 

Questi elementi metallici sono considerati tossici sistemici noti per indurre danni 

multiorgano, anche a livelli di esposizione inferiori. Infatti, non è escluso che gli stessi 

meccanismi fisiopatologici, come quelli discussi nel presente lavoro, possano essere 

attivati da metalli pesanti con caratteristiche chimico-fisiche simili dando origine ad un 

effetto cumulativo. 

Un numero sempre crescente di studi suggerisce come l’esposizione a metalli non 

essenziali e la conseguente disregolazione nell’omeostasi dei metalli essenziali abbiano 

un impatto significativo sulla patogenesi delle malattie neurodegenerative. 

Nel presente lavoro abbiamo delineato parte della via di segnalazione innescata dal Cd 

su un modello in vitro di BBB e come lo Zn sia in grado di interferire sulla sua azione 

neurotossica, confermando la sua integrazione come strategia efficace nell’ostacolare lo 

stress ossidativo cellulare e contribuendo a mantenere l’integrità della barriera. 

Pertanto, al fine del prosieguo della ricerca e con uno sguardo proiettato alla ricerca 

traslazionale, la valutazione del profilo ematico dei metalli e della capacità antiossidante 

totale, necessaria per mantenere la BBB in uno stato funzionale, potrebbe aiutare 

nell’identificazione di potenziali bersagli per nuovi approcci terapeutici. 
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