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ABSTRACT 

Il tumore al seno (BC) è uno dei tumori maligni più diffusi tra le donne nel mondo. 

Questa patologia, altamente complessa, mostra un'elevata mortalità, dimostrando 

quindi una minaccia per i pazienti colpiti. In particolare, la forma più aggressiva è 

il carcinoma mammario triplo negativo (TNBC). La dieta chetogenica (KD), povera 

di carboidrati e ricca di grassi, rappresenta una potenziale strategia terapeutica 

adiuvante per i malati di tumore al seno, e il seguente lavoro mira ad osservarne gli 

effetti nell’ambito del TNBC in cellule 4T1. In particolare, topi portatori di tumore 

al seno, sviluppato dopo iniezione di cellule 4T1, mostrano una riduzione della 

crescita tumorale e la locale attivazione dell’asse AMPK-mTOR, dopo essere stati 

trattati con KD. 

Dati in vitro riportano che cellule 4T1 sottoposte a deprivazione di glucosio, 

mostrano un AMPK attivato, grazie a un aumento intracellulare di specie reattive 

dell’ossigeno (ROS). 

I risultati confermano il ruolo della dieta chetogenica nell’inibire la crescita del 

TNBC modulando la regolazione dei ROS sulla via di segnale AMPK/mTOR, 

ricoprendo quindi un potenziale ruolo terapeutico antitumorale.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

7 

Capitolo 1: Introduzione  

1.1: Incidenza, epidemiologia, fattori di rischio del tumore al seno e 

classificazione  

Il tumore al seno rappresenta la neoplasia più frequente tra le donne a livello 

globale. Secondo l’organizzazione mondiale della sanità (OMS), nel 2020 sono stati 

diagnosticati 2,3 milioni di nuovi casi pari a circa il 29% di tutte le diagnosi 

oncologiche femminili. I tassi di incidenza sono più elevati nei Paesi sviluppati, 

mentre la mortalità è maggiore nei Paesi in via di sviluppo o in transizione, 

verosimilmente a causa di minore accesso a programmi di screening e trattamenti 

efficaci. Negli ultimi anni si è osservato un incremento sia dell’incidenza del tumore 

al seno, sia della sua mortalità, attribuibile da un lato al miglioramento delle 

tecniche diagnostiche e dall’altro alle modificazioni dei fattori di rischio. I fattori 

di rischio possono essere distinti in non modificabili e modificabili. Tra i primi, il 

sesso femminile rappresenta il principale determinante, poiché le cellule mammarie 

sono altamente sensibili a ormoni sessuali, in particolare estrogeni e androgeni. 

Eventi fisiologici come menarca, gravidanza, allattamento e menopausa, nonché la 

loro durata, influenzano significativamente il rischio individuale. L’età costituisce 

un ulteriore fattore determinante: il rischio di sviluppare carcinoma aumenta 

progressivamente con l’avanzare degli anni, passando da circa l’1,5% a 40 anni al 

4% a 70 anni. Tuttavia, le pazienti più giovani tendono a sviluppare forme più 

aggressive. Un ruolo rilevante è svolto dalla familiarità e dalle mutazioni genetiche 

ereditarie. Il rischio aumenta in presenza di parenti affetti, soprattutto se la diagnosi 

avviene prima dei 50 anni. I principali geni coinvolti sono BRCA1 e BRCA2, 

generalmente trasmessi tramite modalità autosomica dominante, sebbene possano 

verificarsi anche mutazioni sporadiche. I fattori di rischio modificabili 

comprendono invece elementi legati allo stile di vita e all’esposizione ambientale. 

In particolare, l’obesità è associata a un aumento significativo del rischio, mentre 

uno stile di vita attivo svolge un ruolo protettivo. Il fumo invece, contribuisce 

all’esposizione a sostanze cancerogene che possono indurre mutazioni in oncogeni 

e geni oncosoppressori (Lukasiewicz et al.,2021). Dal punto di vista biologico, i 

carcinomi mammari invasivi costituiscono un gruppo eterogeneo di neoplasie che 

differiscono per caratteristiche cliniche, morfologiche e molecolari. Nella pratica 
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clinica, la classificazione dei diversi tipi di carcinoma mammario si basa sulle 

caratteristiche molecolari e istologiche della neoplasia, oppure sull’analisi 

immunoistochimica. La classificazione istologica distingue le lesioni in pre-

invasive ed invasive. Tra le forme pre-invasive si riconosce il carcinoma duttale in 

situ (DCIS), caratterizzato dalla proliferazione di cellule neoplastiche confinata 

all’interno dei dotti mammari, senza invasione dei tessuti circostanti. Quando le 

cellule tumorali acquisiscono la capacità di superare la membrana basale e infiltrare 

il tessuto mammario, la lesione evolve in carcinoma duttale invasivo, che può 

metastatizzare e diffondersi tramite il sangue e la linfa. Un’altra lesione pre-

invasiva è il carcinoma lobulare in situ (LCIS), che origina nei lobuli mammari e 

viene considerato principalmente un indice di aumento del rischio di sviluppare un 

carcinoma invasivo. La forma invasiva corrispondente, il carcinoma lobulare 

invasivo, è spesso associata alla perdita dell’espressione della proteina E-caderina, 

codificata dal gene CDH1. La classificazione molecolare deriva dall’analisi 

dell’espressione di circa cinquanta geni. I principali sottotipi comprendono il 

Luminal A, caratterizzato da un’elevata espressione dei recettori ormonali e una 

bassa attività proliferativa, e il Luminal B, che mantiene la positività per i recettori 

ormonali ma presenta una maggior proliferazione cellulare e una prognosi 

sfavorevole. Il sottotipo HER2-enriched è caratterizzato da amplificazione e 

maggiore espressione del gene HER2 e quindi dei suoi recettori. Il sottotipo Basal-

like, molto aggressivo e spesso associato a mutazioni dei geni BRCA1, presenta 

elevate capacità proliferative. Il sottotipo Claudin-low mostra una ridotta 

espressione delle proteine Claudine, coinvolte nelle giunzioni cellulari. Infine il 

sottotipo Normal-like presenta un profilo di espressione genica simile a quello del 

tessuto mammario normale, sebbene il suo significato biologico e clinico sia ancora 

poco definito. Poiché le analisi di espressione genica non sono sempre disponibili 

nella pratica clinica, viene comunemente utilizzata una classificazione surrogata 

immunoistochimica, basata sulla valutazione di quattro marcatori: ER (recettore 

estrogenico), PR (recettore del progesterone), HER2 e Ki67 (indice proliferativo). 

Il sottotipo Luminal A-like è caratterizzato da positività per ER e PR, negatività per 

HER2 e bassi livelli di ki67. Il Luminal-B-like HER2 negativo presenta positività 

per ER, negatività per HER2 e un elevato indice proliferativo. Il sottotipo luminal 

B-like HER2 positivo esprime sia i recettori per ER sia HER2. Il sottotipo HER2-
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enriched è negativo per i recettori ER e PR, mentre è positivo per HER2. Infine, il 

carcinoma triplo negativo (TNBC), è definito dall’assenza di espressione di ER, PR 

e HER2; esso rappresenta una delle forme più aggressive di carcinoma mammario 

ed è spesso associato a elevati livelli di ki67. Dal punto di vista terapeutico, il 

trattamento può variare in base al sottotipo e alle condizioni del paziente. In 

particolare, l’intervento può riguardare la chemioterapia, a volte l’immunoterapia 

oppure gli inibitori PARP nei tumori BRCA-mutati. Negli ultimi anni, i progressi 

nelle terapie oncologiche hanno migliorato la risposta iniziale al trattamento di 

molti tumori. Tuttavia, l’elevata eterogeneità tumorale favorisce la resistenza 

terapeutica, permettendo ad alcuni gruppi cellulari resistenti di adattarsi e 

sopravvivere. Questo, nel tempo contribuisce alla progressione e alla recidiva della 

malattia (Mubin et al.,2026).  

Le caratteristiche epidemiologiche e molecolari del carcinoma mammario 

evidenziano una malattia fortemente eterogenea, la cui insorgenza è associata a 

molteplici fattori di rischio genetici e ormonali, mentre la progressione tumorale 

dipende da alterazioni metaboliche delle cellule neoplastiche, tra cui l’effetto 

Warburg, che verrà analizzato nel capitolo successivo. 

1.2: Effetto Warburg 

Per quanto riguarda il metabolismo delle cellule tumorali, Otto Warburg osservò 

già nel 1924 che, a differenza delle cellule normali, le cellule neoplastiche tendono 

ad utilizzare il glucosio convertendolo rapidamente in lattato anche in presenza di 

ossigeno. Questo fenomeno ora è noto come effetto Warburg o glicolisi aerobica e 

rappresenta una delle principali caratteristiche della riprogrammazione metabolica 

tumorale. L’energia, sottoforma di ATP (adenosintrifosfato), è prodotta 

prevalentemente attraverso la fosforilazione ossidativa a livello mitocondriale. 

L’effetto Warburg risulta apparentemente inefficiente dal punto di vista energetico, 

poiché la glicolisi aerobica produce quantità inferiori di ATP rispetto alla 

fosforilazione ossidativa mitocondriale (come evidenziato dalla figura 1). Tuttavia, 

nell’effetto Warburg la velocità del flusso che trasforma glucosio in lattato è fino a 

cento volte superiore rispetto a quella del ciclo di Krebs. Di conseguenza, la 

produzione complessiva di ATP nell'unità di tempo può risultare comparabile tra i 

due processi. La preferenza per la glicolisi aerobica è strettamente correlata alle 
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esigenze proliferative delle cellule tumorali. Infatti, questa via metabolica consente 

di deviare intermedi glicolitici verso vie anaboliche, fornendo precursori essenziali 

per la sintesi di nucleotidi, acidi grassi e amminoacidi, necessari per la crescita e la 

produzione di biomassa cellulare. Un ulteriore vantaggio della glicolisi aerobica 

riguarda le capacità delle cellule tumorali di sopravvivere in condizioni che 

normalmente condurrebbero all’apoptosi. In particolare, l’anoikis, una forma di 

morte cellulare programmata che si verifica quando le cellule perdono il contatto 

con la matrice extracellulare, è associata all'accumulo di specie reattive 

dell’ossigeno (ROS). Tuttavia, le cellule tumorali metastatiche sono in grado di 

aggirare questo meccanismo riducendo lo stress ossidativo tramite l’azione di 

sistemi antiossidanti e il riadattamento del proprio metabolismo energetico. In 

questo modo limitano l’accumulo di ROS, evitano l’attivazione delle vie 

apoptotiche e sopravvivono anche in assenza di adesione alla matrice extracellulare, 

acquisendo la capacità di diffondere e colonizzare tessuti distanti. Attualmente, è 

noto che la riprogrammazione metabolica delle cellule tumorali è regolata da 

oncogeni e geni oncosoppressori. Tra gli oncogeni maggiormente coinvolti, si 

annoverano AKT e mTOR, i quali promuovono l’attivazione del fattore di 

trascrizione HIF-1α (Hypoxia-Inducible Factor). In condizioni fisiologiche, HIF-1α 

viene attivato in risposta a stati di ipossia, promuovendo un aumento della glicolisi 

e una riduzione della fosforilazione ossidativa. Nelle cellule tumorali, tuttavia, 

questo fattore risulta attivo anche in presenza di ossigeno, determinando un 

incremento dell’assorbimento di glucosio, una maggiore produzione di lattato e di 

conseguenza, una promozione della proliferazione cellulare (Bose et al.,2021). 

Considerando la riprogrammazione metabolica tipica delle cellule tumorali, 

descritta dall’effetto Warburg, la dieta chetogenica emerge come possibile 

soluzione volta a modulare il metabolismo energetico neoplastico, riducendo 

l’apporto glucidico e promuovendo l’utilizzo di corpi chetonici come fonte 

energetica alternativa. 
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Fig. 1: Da Bose et al.,2021. Confronto tra il metabolismo ossidativo  

fisiologico e la glicolisi aerobica (effetto Warburg) nelle cellule proliferanti.  

 

1.3: Dieta chetogenica: definizione, benefici e applicazioni  

La dieta chetogenica è un regime alimentare costituito da un elevato apporto di 

lipidi, un adeguato contenuto di proteine e una ridotta quantità di carboidrati, 

generalmente limitati a circa 50 grammi al giorno, pari al 5-10% dell’apporto 

calorico totale. Le proporzioni dei macronutrienti possono variare a seconda degli 

obiettivi specifici, ma l’elemento distintivo rimane la restrizione glucidica. 

L’obiettivo principale di questo regime dietetico è l’induzione della chetosi, uno 

stato metabolico in cui l’organismo utilizza prevalentemente acidi grassi e corpi 

chetonici, piuttosto che glucosio, come fonte energetica. La riduzione dell’apporto 

di carboidrati comporta una diminuzione dei livelli plasmatici di insulina, 

favorendo così la lipolisi, l’ossidazione degli acidi grassi e la produzione epatica di 

corpi chetonici. Tra gli innumerevoli benefici associati alla dieta chetogenica, 

particolare rilevanza è attribuita agli effetti antinfiammatori. Studi comparativi 

indicano una riduzione dei principali marcatori dell'infiammazione, quali TNF-α e 

IL-6. Tali effetti sono attribuiti a diversi fattori, tra cui l’eliminazione degli zuccheri 

semplici, la riduzione dell’apporto totale di carboidrati, che induce uno stato di 

chetosi, e un maggior introito di acidi grassi omega-3. In questo contesto, il β-

idrossibutirrato (BHB), uno dei principali corpi chetonici, svolge un ruolo chiave, 

in grado di inibire l’inflammasoma NLRP3, coinvolto nei processi infiammatori 

(Dyńka et al.,2025). 
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La dieta chetogenica trova varie applicazioni nell’ambito clinico, tra cui il 

trattamento dell’obesità, dell’insufficienza cardiaca e di patologie neurologiche, in 

particolare l’epilessia, nonché di malattie neurodegenerative.  Inoltre, essa sta 

acquisendo crescente interesse in ambito oncologico, dove lo studio del 

metabolismo dei corpi chetonici potrebbe contribuire allo sviluppo di strategie 

terapeutiche nutrizionali mirate. (Puchalska e Crawford, 2017). In particolare, la via 

dei corpi chetonici rappresenta una strategia interessante in ambito oncologico 

perché consente di contrastare il problema dell’effetto Warburg, tipicamente 

sfruttato dalle cellule neoplastiche per la loro crescita e proliferazione.                                                                                                                                

1.4: Meccanismi metabolici coinvolti nella dieta chetogenica 

I corpi chetonici rappresentano una fonte energetica alternativa in grado di 

sostenere le funzioni di diversi organi, incluso il cervello, in determinate condizioni 

metaboliche; inoltre, svolgono ruoli protettivi, ad esempio nei confronti dei processi 

infiammatori. Nei mammiferi, essi vengono prodotti principalmente a livello 

epatico, a partire dall’acetil-CoA (Acetil-Coenzima A) e successivamente 

trasportati a tessuti extraepatici, dove vengono ossidati per la produzione di energia. 

La chetogenesi si verifica in condizioni caratterizzate da un eccesso di Acetil-CoA, 

derivante dall’ossidazione degli acidi grassi, associato a una ridotta disponibilità di 

ossalacetato. In questo contesto metabolico, l’Acetil-CoA non può essere 

completamente indirizzato verso il ciclo di Krebs e viene quindi utilizzato per la 

sintesi dei corpi chetonici attraverso una serie di reazioni enzimatiche. I principali 

corpi chetonici prodotti sono acetoacetato (AcAc) e β-idrossibutirrato, i quali 

vengono trasportati nei tessuti periferici tramite specifici trasportatori di 

monocarbossilati, quali MCT1 (Monocarboxylate Transporter 1) e MCT2 

(Monocarboxylate Transporter 2). Una volta all’interno delle cellule extraepatiche, 

il β-idrossibutirrato viene ossidato ad acetoacetato (AcAc), successivamente 

convertito in Acetoacetil-CoA dall'enzima Succinil-CoA-3oxoacido CoA 

transferasi (SCOT). L’acetoacetil-CoA è quindi scisso dalla tiolasi mitocondriale in 

due molecole di Acetil-CoA, che entrano nel ciclo di Krebs contribuendo alla 

produzione di ATP.  

In condizioni di ridotto apporto glucidico, il fegato utilizza prevalentemente i grassi 

come substrato per la produzione di corpi chetonici, mentre i glucidi disponibili 
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vengono destinati verso reazioni anaplerotiche, volte al mantenimento degli 

intermedi del ciclo di Krebs (Puchalska e Crawford, 2017). 

La dieta chetogenica rappresenta uno schema dietetico in cui la ridotta quantità di 

carboidrati, induce l’organismo a utilizzare i corpi chetonici come principale fonte 

energetica. Allo stesso modo però, tale condizione metabolica può determinare un 

incremento dello stress ossidativo e della produzione di specie reattive 

dell’ossigeno (ROS). Queste ultime agiscono come regolatori positivi di AMPK, 

contribuendo alla sua attivazione in risposta allo stress cellulare. Nel capitolo 

successivo verranno approfonditi i principali meccanismi molecolari coinvolti nella 

via di segnalazione AMPK-mTOR in ambito oncologico. 

1.5: Via di segnalazione AMPK-mTOR nel metabolismo tumorale. 

L’omeostasi cellulare dipende dalla disponibilità di energia e nutrienti entro un 

intervallo ottimale, necessario al mantenimento delle normali funzioni cellulari. 

Quando enzimi e proteine vengono fosforilati, si verifica un consumo di ATP con 

conseguente aumento dei livelli di ADP e AMP. In condizioni in cui la produzione 

di ATP risulta insufficiente rispetto al fabbisogno cellulare, l’incremento dei 

rapporti ADP/ATP e AMP/ATP determina l’attivazione della AMP-activated 

protein kinase (AMPK) secondo la via “canonica” (Phillips, 2026). Oltre a questo 

meccanismo, esiste una modalità di attivazione “non canonica”, mediata dalle 

specie reattive dell’ossigeno (ROS).  In particolare, uno studio condotto nel 2009, 

ha dimostrato che lo stress ossidativo indotto da condizioni di ipossia, è in grado di 

attivare AMPK anche in assenza di un aumento del rapporto AMP/ATP. Inoltre, lo 

stress ossidativo mitocondriale, frequentemente associato a condizioni patologiche 

come il cancro, può promuovere l’attivazione di AMPK indipendentemente dallo 

stato energetico cellulare (Emerling et al., 2009).  

Una volta attivata, AMPK agisce come regolatore centrale del metabolismo 

cellulare, inibendo processi anabolici ad elevato consumo energetico, tra cui la via 

mediata da mTOR (mechanistic Target Of Rapamycin) e promuovendo processi 

catabolici finalizzati alla produzione di ATP. Questo regola anche la crescita delle 

cellule tumorali, l’apoptosi e la chemioresistenza.(Ke et al., 2017). 

In particolare, AMPK favorisce l’aumento dell’internalizzazione di glucosio 

attraverso i trasportatori GLUT1 e GLUT4 e favorisce l’ingresso degli acidi grassi 

http://amp.in/
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nei mitocondri, fornendo substrati utili alla produzione di energia in condizioni di 

carenza nutrizionale.  

AMPK e mTOR agiscono in modo opposto a livello del metabolismo cellulare. A 

differenza di AMPK, mTOR viene attivato in condizioni di abbondanza di nutrienti, 

energia e fattori di crescita, favorendo la crescita, la proliferazione e la 

sopravvivenza cellulare. mTOR forma due complessi multiproteici distinti: 

mTORC1 e mTORC2. Il complesso mTORC1 è sensibile alla disponibilità di 

nutrienti e integra segnali provenienti da ossigeno, fattori di crescita, aminoacidi e 

stato energetico cellulare, stimolando la sintesi di lipidi, nucleotidi, proteine e 

l’aumento della produzione di ATP. Alcuni amminoacidi come la leucina, 

rappresentano importanti attivatori di mTORC1, mentre condizioni di ipossia e 

stress cellulare, inclusi elevati livelli di ROS, ne inibiscono l’attività. Il complesso 

mTORC2, invece, è regolato principalmente dalla via PI3K ed è coinvolto nella 

regolazione della migrazione cellulare, proliferazione e sopravvivenza cellulare 

(Phillips, 2026). 

In condizioni di ipossia, l’attivazione di AMPK può determinare l’inibizione di 

mTOR e l’induzione dell’autofagia, preparando la cellula a una potenziale carenza 

di nutrienti.  (Emerling et al., 2009). 

In tale contesto, la carenza glucidica può modulare l’espressione della via di 

segnalazione AMPK/mTOR, inducendo un aumento dei livelli intracellulari di 

ROS. L’attivazione di questo meccanismo molecolare contribuisce a ridurre la 

crescita e la proliferazione delle cellule tumorali e a promuoverne l’apoptosi, 

evidenziando il potenziale ruolo della dieta chetogenica come strategia terapeutica 

adiuvante nel trattamento del carcinoma mammario.  

 

Alla luce di tali informazioni, la seguente tesi si propone di illustrare i risultati dello 

studio condotto da Luo et al. (2026). In tale lavoro, vengono elucidati gli effetti 

soppressivi della dieta chetogenica e della deprivazione di glucosio, sul carcinoma 

mammario, con particolare focus sulla regolazione della via cellulare ROS-AMPK-

mTOR. 
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Capitolo 2: Approccio sperimentale 

In questo capitolo verranno analizzate le varie procedure pratiche utilizzate nello 

studio in esame. 

2.1: Materiali 

2.1.1: Campioni in vitro e restrizione del glucosio 

Per la creazione di campioni in vitro, sono state utilizzate cellule della linea 4T1 di 

carcinoma mammario triplo negativo (TNBC), note per la capacità di crescita e 

metastatizzazione nei topi e considerata un modello rappresentativo dello stadio IV 

del carcinoma mammario nell’uomo. Le cellule 4T1 sono state coltivate in un 

terreno supplementato con siero fetale bovino e l’1% di soluzione di penicillina-

streptomicina, in modo che possano proliferare e sopravvivere. Le colture sono state 

mantenute in un incubatore umidificato a 37°C con il 5% di anidride carbonica. Al 

fine di riprodurre un modello in vitro sottoposto a stress metabolico indotto dalla 

restrizione di glucosio, analogamente a come avverrebbe in vivo, al terreno di 

coltura sono state aggiunte diverse concentrazioni di glucosio. Per comprendere 

come varia la risposta nei vari test svolti al variare della concentrazione glucidica, 

sono stati creati 4 gruppi sperimentali: il gruppo di controllo è stato mantenuto a 

una concentrazione fisiologica di 11mM di glucosio, mentre i restanti gruppi sono 

stati esposti a concentrazioni pari a 2,5 mM, 5,5mM (dosi associate a restrizione 

glucidica) e 25mM (situazione di iperglicemia).  

2.1.2: Modelli in vivo e dieta chetogenica 

Un totale di 24 topi femmina BALB/c (un modello con caratteristiche standard, 

utilizzato in modo da ridurre al minimo le variazioni genetiche) è stato suddiviso 

casualmente in tre gruppi sperimentali, ciascuno composto da 8 topi: un gruppo di 

controllo sano, un gruppo modello caratterizzato da tumore e un gruppo sottoposto 

a dieta chetogenica (KD). I gruppi di controllo sano e modello sono stati alimentati 

con una dieta standard, mentre al gruppo KD è stata somministrata una dieta 

chetogenica. Per indurre il tumore, ai topi appartenenti al gruppo modello e al 

gruppo KD sono stati inoculate cellule tumorali 4T1 nella seconda ghiandola 

mammaria sinistra alla dose di 2×10⁵ cellule per animale. Il gruppo di controllo 
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sano, invece, non è stato sottoposto ad inoculazione. La dieta chetogenica impiegata 

utilizzava un rapporto 90:9:1 rispettivamente di grassi, proteine e carboidrati. Tale 

formulazione consente di indurre e mantenere uno stato di chetosi nutrizionale, 

garantendo al contempo un adeguato apporto proteico per prevenire la perdita di 

massa muscolare e permettendo di riprodurre gli effetti metabolici e antitumorali 

osservati in diversi modelli oncologici.  

Il numero di campioni di topi utilizzati è stato mantenuto al minimo necessario per 

garantire la significatività statistica, nel rispetto dei principi etici e del benessere 

animale. L’esperimento è stato interrotto al raggiungimento di un diametro 

tumorale pari a 1,5 cm. 

2.2: Metodi 

2.2.1: Analisi Western Blot 

L’analisi Western Blot (WB) rappresenta una tecnica di laboratorio fondamentale 

per l’identificazione e la quantificazione di specifiche proteine nel campione di 

interesse (in questo caso la massa tumorale). Nell’analisi WB vengono seguiti tre 

passaggi principali: dopo l’estrazione delle proteine, avviene la loro separazione 

tramite elettroforesi su gel di agarosio, in modo da suddividerle in base al loro peso 

molecolare. Successivamente vengono trasferite su una membrana e infine avviene 

il loro rilevamento selettivo tramite anticorpi specifici. Le proteine sono state 

estratte tramite un tampone di lisi RIPA, integrato con inibitori delle proteasi e delle 

fosfatasi, al fine di preservarne l’integrità e lo stato di fosforilazione. Mediante un 

test chiamato BCA assay, sono state determinate le concentrazioni delle proteine 

estratte, misurando l’intensità di colore. Il test si basa su due passaggi principali: la 

riduzione del Rame (la cui quantità è proporzionale a quella delle proteine presenti) 

e l’aggiunta di acido bicinconinico (BCA) che consente il viraggio al viola intenso. 

I campioni proteici ottenuti in seguito all’estrazione, sono stati separati con 

elettroforesi su gel SDS-PAGE al 10% e al 6% in modo da essere distinguibili in 

base al peso molecolare e successivamente sono stati trasferiti su membrane in 

PVDF (polivinildenfloururo) per consentire l’immobilizzazione delle proteine. Le 

membrane sono state immerse in una soluzione di latte scremato al 5% in modo da 

saturare i siti di legame non specifici, e sono state incubate con anticorpi primari a 

4°C tutta la notte. Questi sono selettivi nei confronti delle proteine target, tra cui 
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AMPK, p-AMPKα1 (utilizzato per verificare lo stato di fosforilazione, e quindi di 

attivazione di AMPK), mTOR e P-mTOR (impiegato per determinare lo stato di 

fosforilazione e di attivazione di mTOR).  Dopo tre lavaggi con tampone TBST, 

necessari per rimuovere eventuali legami aspecifici e migliorare la specificità del 

segnale immunologico, le membrane sono state incubate un ora a temperatura 

ambiente con anticorpi secondari coniugati con perossidasi di rafano (HRP). Gli 

anticorpi secondari includono IgG di capra anti-coniglio coniugata con HRP e IgG 

di capra anti-topo coniugata con HRP. Questi sono in grado di legarsi a quelli 

primari, in modo che quando verrà aggiunto un reagente chimico, l’enzima HRP 

produrrà luce. Infine, per verificare il ruolo dei ROS nella via di segnalazione 

AMPK/mTOR, è stata impiegata l’N-acetilcisteina (NAC), una molecola in grado 

di ridurre i livelli di ROS intracellulari, svolgendo un’azione antiossidante. 

L’utilizzo di NAC ha permesso di valutare se le specie reattive dell’ossigeno (ROS) 

fossero coinvolte nell’attivazione di AMPK nelle cellule 4T1 in condizioni di 

deprivazione di glucosio. Inoltre, per comprendere la relazione funzionale tra 

AMPK e mTOR, è stato utilizzato il Compound C, un inibitore farmacologico di 

AMPK.  Tale approccio ha consentito di verificare se l’inibizione di AMPK fosse 

in grado di ripristinare l’attivazione di mTOR, chiarendo quindi il rapporto di 

dipendenza funzionale tra queste due vie di segnalazione. 

2.2.2: Test di migrazione e vitalità cellulare 

Per valutare la capacità migratoria delle cellule tumorali in relazione alle diverse 

concentrazioni di glucosio, i ricercatori hanno utilizzato il metodo "schratch assay”. 

Questo saggio risulta utile per comprendere la velocità con cui le cellule sono in 

grado di migrare per ripristinare un taglio o colmare uno spazio, e nel contesto 

tumorale, quanto le cellule siano “aggressive” nell’invasione di altri tessuti. 

Inizialmente, questo test prevede una crescita uniforme per la formazione di un’area 

omogenea di cellule all’interno di piccoli inserti di plastica. Successivamente, gli 

inserti sono stati rimossi tramite delle pinzette per creare uno spazio vuoto con una 

zona di “gap” priva di cellule. Hanno quindi suddiviso le cellule in vari gruppi, 

nutrendole con le diverse soluzioni glucidiche. A questo punto, le cellule ai lati 

hanno iniziato a spostarsi per sopperire alla zona priva di cellule. Infine, tramite un 
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software, hanno scattato varie immagini e le hanno confrontate per calcolare la 

quantità di area rimasta vuota.  

Per verificare che i risultati ottenuti non dipendono dalla moltiplicazione delle 

singole cellule ma si tratti del loro effettivo spostamento utilizzano anche un altro 

test, il saggio di vitalità cellulare. Le cellule 4T1 nella fase di crescita logaritmica 

sono state raccolte mediante digestione con 0,25% di tripsina-EDTA. Il saggio di 

vitalità cellulare (CCK-8) è stato eseguito utilizzando piastre a 96 pozzetti. In 

ciascun pozzetto sono state seminate 2 × 10³ cellule, in seguito sono state incubate 

per consentire l’adesione cellulare. Il terreno di coltura è stato sostituito da terreni 

contenenti diverse concentrazioni di glucosio (quello di controllo con 11mM di 

glucosio e quelli sperimentali con 2,5, 5,5 e 25 mM di glucosio). Dopo 24h di 

incubazione, sono stati aggiunti 10 µl di soluzione di CCK-8. Questo liquido 

reagisce con le cellule vive; infatti, gli enzimi contenuti nelle cellule sane 

trasformano questo reattivo facendolo virare a un colore giallo. Terminata l’ultima 

ora di incubazione, è stata misurata l’assorbanza di ciascun pozzetto: più le cellule 

sono attive, più il liquido contenente CCK-8 assumerà un colore intenso.  

Attraverso questi due saggi, i ricercatori possono valutare se una dose elevata di 

glucosio aumenti la capacità migratoria delle cellule oppure se ne stimoli 

semplicemente la proliferazione. 

2.2.3: Misurazione dei ROS intracellulari  

La cellula in condizioni di stress, come per esempio quello indotto dalla restrizione 

glucidica, inizia a produrre le specie reattive dell’ossigeno (ROS). Queste, come 

descritto in precedenza, potrebbero essere coinvolte nella via di segnalazione 

AMPK-mTOR. Inoltre, un accumulo intracellulare di ROS è associato all’aumento 

dell’apoptosi. Per indagare la produzione intracellulare di ROS in condizioni di 

carenza glucidica, è stata impiegata la sonda fluorescente DCFH-DA. Questa 

molecola è in grado di attraversare la membrana cellulare e, pur non essendo 

inizialmente fluorescente, viene ossidata in presenza di ROS, trasformandosi in un 

composto fluorescente. Una volta aggiunta la sonda diluita direttamente sulle 

cellule contenute in provetta, queste sono state incubate al buio per circa 20 minuti, 

al fine di evitare che la luce interferisca sul segnale fluorescente. Durante questo 

tempo di incubazione, gli enzimi cellulari scindono questa sonda trasformandola in 
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DCFH, in modo che rimanga intrappolata all’interno della cellula. Terminata 

l’incubazione, sono stati effettuati cinque lavaggi (tre con il terreno di coltura e due 

con una soluzione salina chiamata PBS) per eliminare l’eccesso di sonda presente 

a livello extracellulare. Se all’interno della cellula sono presenti i ROS, questi 

reagiscono con DCFH convertendolo in DCF, una sostanza altamente fluorescente. 

Infine, è stata utilizzata la citometria a flusso che consente la quantificazione del 

segnale tramite la fluorescenza trasmessa da ogni singola cellula. Le cellule 

vengono fatte scorrere all’interno del citometro a flusso che consente la lettura di 

ogni singola cellula tramite un raggio laser. L’intensità della fluorescenza risulta 

direttamente proporzionale ai livelli intracellulari di ROS: un aumento del segnale 

indica un maggiore stato di stress ossidativo cellulare e quindi una maggior 

produzione di ROS. 

2.2.4: Immunoistochimica e colorazione H&E 

Questi esperimenti sono stati condotti con l’obiettivo di analizzare il tessuto 

tumorale al microscopio, al fine di comprenderne l’organizzazione strutturale, di 

valutare la proliferazione delle cellule neoplastiche e identificare le proteine 

biologicamente attive. A tale scopo, sono state utilizzate due tecniche: 

l’immunoistochimica, una tecnica che sfrutta gli anticorpi per identificare ed 

evidenziare le proteine nel tessuto tumorale, e la colorazione ematossilina ed eosina, 

che sfrutta la diversa acidità e basicità delle strutture cellulari per metterne in 

evidenza le componenti principali. I ricercatori hanno preparato i campioni di 

tessuto tumorale da analizzare, mediante fissazione delle cellule in 

paraformaldeide, per mantenerle integre impedendo la decomposizione, e 

successivamente hanno immerso il tessuto tramite inclusione in paraffina in modo 

da stabilizzarlo. I campioni, dopo la solidificazione della paraffina, sono stati 

sezionati in fette sottili di 5 micrometri di spessore e montati su vetrini per 

l’osservazione al microscopio. Successivamente, sono state eseguite le due diverse 

colorazioni in due campioni distinti: la colorazione H&E e l’analisi 

immunoistochimica. Tra le proteine ricercate tramite immunoistochimica sono 

presenti AMPK, attivata in condizioni di deprivazione glucidica e di stress 

energetico cellulare; mTOR, associata a stati di attiva proliferazione cellulare; le 

forme fosforilate p-AMPK e p-mTOR, che rappresentano le rispettive forme attive; 
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ki-67 una proteina indice della velocità di proliferazione delle cellule tumorali; e 

infine HER2, recettore sovraespresso nel sottotipo tumorale HER2-enriched. La 

colorazione con ematossilina-eosina (H&E) è stata eseguita per osservare la 

morfologia del tessuto tumorale, valutandone l’organizzazione cellulare e 

l’eventuale presenza di anomalie istologiche. Infine, i ricercatori hanno valutato i 

vetrini al microscopio identificando le proteine tramite le zone di colore marrone. 

Tramite uno specifico software, è stata valutata l’intensità del colore per 

determinare la quantità di specifiche proteine, prodotte dal tumore (Luo et al.,2026). 
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Capitolo 3: Risultati 

Nel presente capitolo verranno analizzati i dati ottenuti e gli effetti osservati nei 

diversi esperimenti in vivo e in vitro nel lavoro pubblicato.  

3.1: Effetti della dieta chetogenica sui parametri fisiologici nei topi 

Lo studio si è proposto di valutare l’efficacia e gli effetti fisiologici e terapeutici 

della dieta chetogenica (KD) in un modello animale, analizzando nello specifico la 

sua capacità di indurre la chetosi nutrizionale, regolare l’omeostasi glicemica e 

inibire lo sviluppo di masse tumorali. L’esperimento è stato condotto confrontando 

tre diversi gruppi di topi: due gruppi di topi iniettati con cellule di tumore 

mammario sottoposti a dieta chetogenica (gruppo KD), o con una dieta standard 

(gruppo di controllo) e un gruppo di topi non iniettati. Nel corso dello studio sono 

stati monitorati diversi parametri fisiologici: il peso corporeo, la concentrazione 

ematica di corpi chetonici e i livelli di glicemia. Infine, sono stati rimossi e 

quantificati i tumori per valutarne la massa e il volume. Il tasso di inibizione 

tumorale è stato calcolato mediante la seguente formula: “Tasso di inibizione 

tumorale= (1-peso del tumore del gruppo trattato/peso del tumore del gruppo di 

controllo) ×100%”. I risultati ottenuti, mostrano che il gruppo KD presenta 

concentrazioni ematiche di corpi chetonici più elevate rispetto al gruppo modello e 

al gruppo di topi sani (figura 2B). Tale incremento è stato osservato fin dalle fasi 

iniziali dell’esperimento, confermando che la chetogenica ha effettivamente indotto 

uno stato di chetosi nutrizionale, determinando uno spostamento metabolico verso 

l’utilizzo di corpi chetonici come principale fonte energetica. Un parametro di 

particolare interesse è rappresentato inoltre dalle variazioni della glicemia nei 

diversi gruppi sperimentali nel corso dello studio. È stato osservato che, nella fase 

intermedia dell’esperimento, i livelli di glucosio ematico nel gruppo KD risultavano 

significativamente inferiori rispetto a quelli rilevati negli altri gruppi (rappresentato 

in figura 2C). Questo dato suggerisce che la dieta chetogenica sia in grado di 

modulare in maniera più efficace la glicemia, mantenendo i livelli di glucosio 

relativamente bassi e stabili. Infine, particolare rilevanza assumono i parametri 

correlati alla crescita tumorale. Sono state riscontrate differenze significative sia nel 

volume sia nel peso del tumore tra il gruppo KD e il gruppo modello (come 
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evidenziato in figura 2A). I risultati hanno evidenziato che nel gruppo KD, il tasso 

di inibizione tumorale ha raggiunto il 50,73%.  

Complessivamente, questi dati confermano che la dieta chetogenica esercita un 

potente effetto inibitorio sulla crescita tumorale. 

                                

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      

 

Fig 2: Da Luo et al.,2026. Monitoraggio degli effetti della KD sui topi durante il periodo 

sperimentale. A) Effetto inibitorio della KD sulla crescita tumorale nei topi. Differenze dimensionali 

dei tumori isolati dai topi KD e modello. B) Aumento dei corpi chetonici nel sangue dei topi a cui è 

stata somministrata la KD. C) Differenze di livelli di glicemia nei topi sperimentali. 

3.2: Regolazione dell’asse AMPK-mTOR da parte della dieta chetogenica in 

vivo 

Altre analisi effettuate si sono poste l’obiettivo di indagare i meccanismi molecolari 

e strutturali alla base degli effetti tissutali della dieta chetogenica, verificando se 

l’intervento dietetico fosse in grado di modulare la via di segnalazione cellulare 

dell’asse AMPK-mTOR. A tal scopo sono state utilizzate tre diverse tecniche 

sperimentali: la colorazione ematossilina ed eosina, impiegata per esaminare e 

confrontare i cambiamenti morfologici e l’organizzazione strutturale dei tessuti, 

l’analisi immunoistochimica, utile nel localizzare e quantificare la presenza e la 

distribuzione del contenuto proteico nei campioni (figura 3B), e infine l’analisi 
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Western Blot per misurare i livelli di attivazione ed espressione delle proteine 

chiave della via di segnalazione (AMPK ed mTOR). 

La colorazione H&E ha evidenziato differenze morfologiche tra i tessuti dei topi 

appartenenti al gruppo KD e quelli del gruppo di controllo, verosimilmente 

associato alla modulazione della via di segnalazione AMPK-mTOR (come 

evidenziato in figura 3A e 3C). L’analisi Western Blot ha confermato che tale 

alterazione morfologica è associata a una precisa modulazione dell’asse AMPK-

mTOR. Infatti, nei topi alimentati con dieta chetogenica è stato riscontrato un 

incremento significativo dell’attività di AMPK (l’aumento di p-AMPK è 

rappresentato in figura 4D) e, parallelamente, una riduzione dell’espressione di 

mTOR (quantificata in figura 4A). I risultati biochimici e strutturali dimostrano che 

la dieta chetogenica agisce in vivo come un efficace modulatore dell’asse AMPK-

mTOR, promuovendo l’attivazione della via di AMPK e la down-regolazione della 

via di mTOR. 

 

    Fig 3: Da Luo et al.,2026. Effetti della dieta chetogenica sui tessuti tumorali del topo e 

sull'espressione proteica correlata. (B) Analisi di quantificazione dei risultati della                   

colorazione immunoistochimica (Ki-67, mTOR, p-mTOR- HER2, AMPK, p-AMPK) su 6 campioni 

analizzati. (A e C) Colorazione con ematossilina ed eosina dei tessuti tumorali del topo.   
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Fig 4: Da Luo et al.,2026. Effetti della dieta chetogenica sui livelli di espressione di mTOR e AMPK. 

(A-C). Livelli di espressione di mTOR nei tessuti tumorali dei topi. (D-F) Livelli di espressione di 

AMPK nei tessuti tumorali dei topi.  

3.3: Effetti della restrizione di glucosio in vitro 

3.3.1: Effetti sulla migrazione e proliferazione cellulare 

In seguito, lo studio si è voluto concentrare sull’impatto della restrizione glucidica 

sulle cellule tumorali 4T1 in vitro, valutando come questo influenzi la loro capacità 

migratoria e il loro tasso di proliferazione. A tal scopo, sono stati impiegati due 

protocolli sperimentali: la valutazione della migrazione tramite il metodo "scratch 

assay” e la valutazione della proliferazione tramite il saggio CCK-8. Nel primo 

metodo è stata praticata una ferita sullo strato di cellule ed è stata monitorata e 

quantificata la loro capacità di muoversi e riempire l’area vuota. Nel saggio CCK-

8 è stato eseguito un saggio di vitalità cellulare basato sui valori di assorbanza 

spettrofotometrica per valutare se le cellule effettivamente si muovessero oppure se 

si fossero moltiplicate. I risultati hanno evidenziato che le cellule 4T1 coltivate in 

terreni caratterizzati da basse concentrazioni di glucosio, mostravano una capacità 

migratoria significativamente inferiore rispetto a quelle mantenute in condizioni di 

maggiore disponibilità glucidica (evidenziato in figura 5A e 5B). L’analisi 

quantitativa ha pertanto confermato che la restrizione di glucosio inibisce in modo 

significativo la migrazione delle cellule 4T1. Nel saggio di vitalità cellulare CCK-

8 invece, al diminuire della concentrazione di glucosio nel terreno di coltura, si è 
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osservata una progressiva riduzione dei valori di assorbanza, indicativa di una 

diminuzione della vitalità e della proliferazione cellulare (figura 5C). Questo dato 

conferma che condizioni di carenza glucidica esercitano un effetto inibitorio sulla 

proliferazione delle cellule 4T1. 

Nel complesso, i risultati ottenuti dai due saggi dimostrano che la restrizione 

glucidica riduce la capacità di migrazione e proliferazione cellulare delle cellule 

4T1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 5: Da Luo et al., 2026. Valutazione dell’influenza della deprivazione di glucosio sulla crescita 

e proliferazione delle cellule 4T1. (A) Il test scratch assay è stato impiegato per valutare la capacità 

migratoria. (B) Analisi quantitativa della migrazione cellulare basata su risultati del test scratch 

assay. (C) Per indagare come varia la proliferazione cellulare in risposta alla restrizione di 

glucosio, è stato utilizzato il saggio CCK-8. 

3.3.2: Effetti sui livelli intracellulari di ROS 

Con l’obiettivo di determinare se la produzione di specie reattive dell’ossigeno 

all'interno delle cellule tumorali 4T1 fosse direttamente influenzata dalla restrizione 

di glucosio, i ricercatori hanno condotto ulteriori esperimenti. Questi erano volti 

inoltre, alla determinazione del rapporto di causalità tra carenza di glucosio e stress 

ossidativo generato. L’indagine sperimentale e la successiva validazione dei dati 

sono state condotte in due fasi: la misurazione dei ROS tramite la sonda DCFH-

DA, e la validazione e il controllo tramite il trattamento con NAC. La misurazione 

dei ROS nelle cellule tumorali 4T1, é stata eseguita tramite la sonda fluorescente, 
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una molecola che emette segnali fluorescenti proporzionali alla quantità di ROS 

intracellulari. Questa ha evidenziato un aumento significativo dose-dipendente dei 

livelli di ROS in cellule coltivate in terreni con basse concentrazioni di glucosio. 

L’analisi quantitativa ha ulteriormente confermato le variazioni dei livelli di ROS 

in funzione del grado di restrizione glucidica. Per chiarire il rapporto tra produzione 

di ROS e riduzione di glucosio, sono stati condotti ulteriori esperimenti utilizzando 

l’N-acetilcisteina (NAC), con lo scopo di valutare se i risultati ottenuti dipendono 

effettivamente dai ROS. In questi ultimi esperimenti si sono notati notevoli 

riduzioni dei ROS con una riduzione dell’intensità della fluorescenza rispetto alle 

cellule non trattate con NAC (figura 6A e 6B). Questo conferma l’ipotesi iniziale, 

dimostrando che la restrizione di glucosio promuove in modo specifico la 

produzione di ROS e l’instaurarsi di uno stato di stress ossidativo nelle cellule 4T1. 

 

Fig 6: Da Luo et al., 2026. Livelli di ROS nelle cellule 4T1 sottoposte  

a restrizione glucidica da sole o combinate con NAC. 

3.3.3: Effetti sui mediatori di attivazione di AMPK e regolazione di espressione 

di mTOR da parte di AMPK

Infine, lo studio si è concentrato sulle complesse interazioni molecolari che 

collegano la restrizione glucidica alla via di segnalazione intracellulare. In 

particolare, l’indagine mira a verificare se i ROS agiscano da mediatori 

dell’attivazione di AMPK, e in che modo l’asse AMPK-mTOR venga regolato in 

risposta allo stress ossidativo e allo stato energetico cellulare. Per mappare il 

meccanismo biochimico nelle cellule 4T1, è stata eseguita un’analisi Western Blot, 

con lo scopo di quantificare l’espressione e la fosforilazione delle proteine target 

(AMPK, p-AMPK e mTOR). Sono stati utilizzati quindi tre approcci sperimentali: 

la variazione del substrato glucidico, la modulazione dello stress ossidativo tramite 
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trattamento con NAC (per verificare il nesso tra i ROS, l’attivazione di AMPK e la 

soppressione di mTOR) e l’inibizione farmacologica di AMPK tramite trattamento 

con Compound C (per comprendere il rapporto tra AMPK e mTOR). L’analisi 

Western Blot ha confermato che la restrizione di glucosio aumenta l’espressione di 

AMPK e della forma fosforilata p-AMPK in modo dose-dipendente, con il massimo 

incremento registrato a una concentrazione di glucosio di 2,5 mM. Per chiarire il 

ruolo dei ROS, le cellule sono state trattate con NAC (suo potente inibitore), che ha 

annullato l’incremento dell’espressione di AMPK, confermato che i ROS sono 

mediatori dell’attivazione di AMPK in questo contesto (come evidenziato in figura 

7). 

 

Fig 7: Da Luo et al., 2026. Effetto della restrizione di glucosio sull’espressione di AMPK e p-AMPK 

nelle cellule 4T1.  Rilevazione dei livelli di AMPK e p-AMPK nelle cellule 4T1 combinate con NAC 

e senza. 

 

Le cellule 4T1 esposte a differenti concentrazioni di glucosio, hanno mostrato una 

progressiva riduzione dell’espressione di mTOR al diminuire della disponibilità 

glucidica, suggerendo che la restrizione di glucosio eserciti un effetto soppressivo 

su questa via di segnalazione. Tale andamento è evidenziato dalla figura 8, che 

riporta i dati quantitativi nella barra dei risultati dell’analisi Western Blot, 

confermando quanto ipotizzato in precedenza. Ulteriori analisi hanno inoltre 

evidenziato che il trattamento con N-acetilcisteina (NAC) nel terreno di coltura, è 

in grado di invertire questa riduzione dell’espressione di mTOR. Questo risultato 

suggerisce il coinvolgimento dello stress ossidativo nel meccanismo di inibizione 

di mTOR indotto dalla restrizione glucidica, indicando che NAC, tramite la sua 

azione antiossidante, possa interferire con questo meccanismo bloccando la 

soppressione di mTOR.
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Fig 8: Da Luo et al., 2026. Effetti della restrizione del glucosio nell’espressione di mTOR e p-mTOR 

nelle cellule 4T1. Alcune cellule 4T1 sono state incubate con l’aggiunta di NAC per indagare come 

vari l’espressione di mTOR.

 

Infine, per indagare la relazione tra le vie di segnalazione AMPK e mTOR, le cellule 

4T1 sono state trattate con un inibitore di AMPK, il Compound C (CC). L’analisi 

Western Blot ha evidenziato che il trattamento con CC riduce significativamente 

l’espressione di AMPK con una conseguente modulazione anche dell’espressione 

di mTOR (rappresentato in figura 9). In conclusione, si deduce che, essendo AMPK 

un sensore chiave dello stato energetico cellulare, la sua inibizione altera 

l’equilibrio dei segnali intracellulari, modificando l’espressione di mTOR nelle 

cellule 4T1.

 

 

 

 

 

 

Fig 9: Da Luo et al., 2026. Regolazione dell’espressione di mTOR da parte di AMPK in condizioni 

di restrizione glucidica. Le cellule 4T1 sono state coltivate nel terreno di coltura contenente 11 mM 

di glucosio e sono state trattate con l'inibitore di AMPK, il Compound C. Tramite analisi Western 

Blot sono stati ricavati i livelli di espressione di AMPK e mTOR. 

 

È interessante notare come i risultati in vitro siano coerenti con le variazioni 

osservate nell'espressione di AMPK e mTOR nel gruppo KD degli esperimenti in 

vivo. 
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Capitolo 4: Discussioni e conclusioni 

Negli ultimi anni, i ricercatori si sono focalizzati su una possibile strategia in grado 

di migliorare la qualità della vita delle pazienti colpite dal tumore al seno. In 

particolare, numerosi studi hanno evidenziato l’importanza della nutrizione non 

solo nella prevenzione del rischio di sviluppare il tumore, ma anche come possibile 

supporto terapeutico nei pazienti oncologici. In particolare, la scoperta dell’effetto 

Warburg e delle caratteristiche metaboliche tipiche delle cellule tumorali, hanno 

portato a ipotizzare un possibile impiego della dieta chetogenica come strategia 

adiuvante nel trattamento del carcinoma mammario. Diversi studi condotti su 

modelli murini, hanno infatti confermato il ruolo del glucosio nel promuovere 

l’insorgenza e la progressione tumorale. Altri studi hanno dimostrato che la 

restrizione glucidica può aumentare l’efficacia di alcuni farmaci antitumorali 

attraverso meccanismi mediati dalle specie reattive dell’ossigeno (ROS) e della 

proteina chinasi attivata da AMP (AMPK). La dieta chetogenica, oltre a ridurre la 

disponibilità di glucosio, induce ulteriori cambiamenti metabolici che potrebbero 

contribuire ai suoi effetti antitumorali. Per verificare tali ipotesi, gli autori dello 

studio hanno sviluppato dei modelli animali inoculando loro le cellule tumorali 4T1. 

I risultati hanno mostrato che i topi sottoposti a dieta chetogenica presentavano una 

significativa riduzione della crescita tumorale rispetto ai topi alimentati con una 

dieta classica. Inoltre, le analisi effettuate in vivo hanno evidenziato una marcata 

riduzione dell’espressione di mTOR nei tessuti tumorali, accompagnata 

dall’incremento dell’espressione di AMPK.  

Negli esperimenti in vitro invece, sono state utilizzate le cellule murine di 

carcinoma mammario 4T1, coltivate in terreni di coltura contenenti diverse 

concentrazioni di glucosio e successivamente sottoposte ad analisi. I risultati hanno 

evidenziato una marcata riduzione della capacità proliferativa delle cellule tumorali, 

in modo dipendente dalla concentrazione di glucosio. In seguito gli autori hanno 

osservato che la restrizione glucidica determinava un aumento dei livelli 

intracellulari di ROS. L’accumulo eccessivo dei ROS è stato associato ad un 

incremento dello stress ossidativo con conseguente attivazione dell’apoptosi 

cellulare. Tale osservazione è stata confermata dagli esperimenti condotti in vitro,  

nei quali la restrizione di glucosio ha determinato un aumento significativo del tasso 

di apoptosi nelle cellule 4T1. L’incremento dei livelli intracellulari di ROS,  
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ha inoltre promosso l’attivazione di AMPK, una proteina che agisce come sensore 

dello stato energetico cellulare. Questo meccanismo è stato confermato tramite 

l’impiego di N-acetilcisteina (NAC), un inibitore dell’attività di ROS, che ha 

determinato una riduzione dell’attivazione di AMPK, supportando l’esistenza di un 

legame funzionale tra ROS e AMPK. A sua volta, AMPK esercita effetti inibitori 

sulla via di segnalazione mTOR, sopprimendo così la proliferazione delle cellule 

tumorali. Infatti, gli esperimenti in vitro confermano ulteriormente tali 

affermazioni, in quanto l’espressione di AMPK era notevolmente aumentata, 

mentre quella di mTOR risultava significativamente ridotta nelle cellule 4T1 

coltivate in terreni con restrizione glucidica. Questi risultati sono coerenti con i dati 

ottenuti negli esperimenti in vivo. 

Nel complesso, le evidenze raccolte suggeriscono un nuovo meccanismo attraverso 

il quale la restrizione del glucosio esercita i propri effetti sul carcinoma mammario. 

In particolare, la carenza glucidica modula l’espressione della via di segnalazione 

AMPK/mTOR, inducendo un aumento dei livelli intracellulari di ROS. 

L’attivazione di questa cascata molecolare contribuisce a ridurre la crescita e la 

proliferazione delle cellule tumorali e a promuoverne l’apoptosi, evidenziando il 

potenziale ruolo della dieta chetogenica come strategia terapeutica adiuvante nel 

trattamento del carcinoma mammario.  

Per quanto riguarda i limiti dello studio, gli autori evidenziano che, nonostante i 

risultati supportino l’ipotesi secondo cui la restrizione glucidica determini un 

aumento dei livelli di ROS, con conseguente attivazione di AMPK e inibizione di 

mTOR, sono necessari ulteriori esperimenti per garantire in modo definitivo il 

rapporto di causalità tra questi eventi. A tal scopo, sarebbero utili studi basati su 

manipolazioni specifiche delle vie di segnalazione coinvolte, come il knockout 

genetico o la sovraespressione di AMPK/mTOR. Un ulteriore limite riguarda 

l’utilizzo della restrizione di glucosio in vitro come modello sperimentale della 

dieta chetogenica. Tale approccio, infatti, non riproduce completamente il 

complesso ambiente metabolico presente in vivo, in quanto non tiene conto 

dell’aumento dei corpi chetonici circolanti e dei loro effetti biologici. Tra questi 

rientrano la modulazione della regolazione epigenetica, dei processi infiammatori e 

della funzione mitocondriale. Un’altra criticità presentata dagli autori rappresenta 

l’applicazione della dieta chetogenica (KD), che nell’uomo potrebbe essere limitata 
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dalla difficoltà nel mantenere una buona aderenza al regime alimentare da parte del 

paziente, dall’eterogeneità metabolica interindividuale, e da possibili effetti 

collaterali a lungo termine (Luo et al.,2026). Uno studio recente condotto da Gallop 

et al., ha evidenziato come gli effetti della KD nel lungo periodo possano essere 

contrastati. Da un lato, essa favorisce la perdita di peso e limita l’incremento 

ponderale; dall’altro, può determinare importanti alterazioni metaboliche, tra cui 

iperlipidemia, steatosi e disfunzione epatica, nonché una marcata intolleranza al 

glucosio. Gli autori suggeriscono che quest’ultima non sia riconducibile a una 

situazione di insulino-resistenza, bensì a una ridotta secrezione di insulina da parte 

delle cellule β pancreatiche. In particolare, le analisi molecolari hanno evidenziato 

segni di stress del reticolo endoplasmatico e dell’apparato di Golgi, accompagnati 

da alterazioni del trasporto intracellulare delle proteine e dei granuli contenenti 

insulina. Tali modificazioni compromettono il corretto rilascio dell’ormone, 

contribuendo allo sviluppo dell’intolleranza al glucosio osservata nei modelli 

animali sottoposti a una dieta chetogenica per periodi prolungati (Gallop et al., 

2025). 

Alla luce di tali considerazioni, saranno necessari ulteriori studi clinici per valutare 

la sicurezza, la fattibilità e l’efficacia della dieta chetogenica come terapia adiuvante 

nel trattamento oncologico. 

Un ulteriore limite dello studio riguarda l’elevata eterogeneità metabolica che 

caratterizza sia i diversi tipi di tumore, sia il microambiente all’interno di uno stesso 

tumore. In particolare, è possibile osservare notevoli differenze nell’equilibrio tra 

glicolisi aerobica e fosforilazione ossidativa. Infatti, la differente attivazione di 

oncogeni quali RAS, AKT e c-MYC può determinare una sovraespressione di geni 

coinvolti nella fosforilazione ossidativa oppure, al contrario, di geni associati alla 

glicolisi aerobica. Tali differenze possono conferire alle cellule tumorali flessibilità 

metabolica, ovvero la capacità di adattare le proprie vie bioenergetiche in base alla 

disponibilità di nutrienti. Inoltre, in condizioni di ipossia, tipica dei tessuti tumorali 

a causa di una vascolarizzazione anomala, le cellule tendono ad utilizzare 

maggiormente la glicolisi aerobica per la produzione di ATP, in accordo con quanto 

descritto nell’effetto Warburg. Tuttavia, lo studio di Le et al., ha evidenziato che 

parte delle cellule tumorali è in grado di mantenere attiva la fosforilazione 

ossidativa e di esprimere geni associati alla funzione mitocondriale anche in 
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condizioni di ridotta disponibilità di ossigeno. Nel complesso, tali evidenze 

suggeriscono che la crescita tumorale non dipenda esclusivamente dalla glicolisi 

aerobica, come proposto dall’effetto Warburg, ma possa essere sostenuta anche da 

altre vie metaboliche. Di conseguenza, le strategie terapeutiche o nutrizionali volte 

a limitare la disponibilità di glucosio, potrebbero non risultare efficaci in tutti i 

contesti, perché alcune cellule tumorali sono in grado di adattarsi metabolicamente 

e di continuare a proliferare sfruttando altre vie metaboliche (Bose et al.,2021). 

Infatti, un aspetto critico da considerare nell’impiego della dieta chetogenica in 

ambito oncologico, riguarda la capacità di alcune cellule tumorali di utilizzare i 

corpi chetonici come fonte energetica alternativa. Sebbene la riduzione della 

disponibilità di glucosio possa ostacolare la crescita di molti tumori, diversi studi 

hanno dimostrato che alcune neoplasie possiedono una notevole flessibilità 

metabolica e sono in grado di ossidare il β-idrossibutirrato e l’acetoacetato per 

sostenere il proprio fabbisogno energetico. Inoltre, secondo il modello “Reverse 

Warburg Effect”, le cellule tumorali possono indurre le cellule circostanti, in 

particolare i fibroblasti associati al tumore, a produrre corpi chetonici che vengono 

successivamente utilizzati dalle stesse cellule neoplastiche come substrato 

energetico. In questo contesto, i corpi chetonici non eserciterebbero un effetto 

antitumorale, ma potrebbero contribuire al mantenimento del metabolismo e della 

sopravvivenza delle cellule neoplastiche. Tali osservazioni evidenziano come gli 

effetti della chetosi sul tumore siano fortemente dipendenti dal tipo di neoplasia e 

dalle sue caratteristiche metaboliche (Puchalska et al., 2017). 

Uno studio condotto da Lien et al., ha confrontato gli effetti di due strategie 

dietetiche differenti: la restrizione calorica (CR) e la dieta chetogenica (KD), sulla 

crescita tumorale. Sebbene entrambe determinassero una riduzione dei livelli 

ematici di glucosio e insulina, soltanto la restrizione calorica si è dimostrata efficace 

nel rallentare la crescita tumorale nei modelli di murini analizzati. Gli autori hanno 

attribuito tale differenza principalmente alle variazioni della disponibilità lipidica 

per le cellule tumorali. Infatti, oltre alla riduzione di glucosio, la restrizione calorica 

comporta anche una diminuzione dei livelli di lipidi nel plasma e nel tessuto 

tumorale. In queste condizioni le cellule neoplastiche tentano di compensare la 

carenza lipidica producendo autonomamente alcuni grassi essenziali tramite 

l’enzima SCD (stearoil-CoA desaturasi). Tuttavia, la restrizione calorica riduce 
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anche l’attività di questo enzima, determinando uno squilibrio tra acidi grassi saturi 

e insaturi, che contribuisce al rallentamento della crescita tumorale. Anche la dieta 

chetogenica riduce l’attività dell’enzima SCD, tuttavia, l’elevata disponibilità di 

lipidi derivante dall’alimentazione, consente alle cellule tumorali di mantenere un 

adeguato equilibrio tra acidi grassi saturi e insaturi, limitando così gli effetti sulla 

crescita del tumore (Lien et al., 2021). In conclusione, questi risultati evidenziano 

come la risposta agli interventi dietetici sia fortemente influenzata dalle 

caratteristiche metaboliche del tumore. Considerata l’elevata eterogeneità 

metabolica tipica delle neoplasie, la dieta chetogenica potrebbe rappresentare un 

utile approccio complementare alle terapie convenzionali, contribuendo, in 

determinati contesti, a migliorare la gestione della malattia e degli effetti collaterali 

associati ai trattamenti oncologici. Tuttavia, i meccanismi attraverso cui essa 

esercita i propri effetti non sono ancora completamente chiariti e l’efficacia clinica 

potrebbe variare in funzione delle specifiche caratteristiche biologiche e 

metaboliche del tumore.  

Immagine creata con Canva: riassunto schematico che integra i risultati dello studio in esame 

riguardo la differenza tra la dieta chetogenica e le diete classiche sulla crescita tumorale. 
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