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1. INTRODUZIONE 

1.1. EPITELIO INTESTINALE E PATOLOGIE INFIAMMATORIE 

ASSOCIATE 

1.1.1. EPITELIO INTESTINALE E GIUNZIONI TRA CELLULE 

 

L’ intestino è l’ultima parte dell’apparato digerente compresa tra il piloro e l’orifizio anale. Ha 

un ruolo fondamentale nell’ assorbimento di sostanze, nutrienti, e nella difesa da agenti 

patogeni esterni all’ organismo. Si presenta come un tubo di diametro variabile con pareti 

flessibili, ripiegato più volte su sé stesso. Viene distinto in due parti: intestino tenue e intestino 

crasso (Fig.1). 

                                          

 

L’intestino crasso rappresenta la parte terminale del tubo digerente, e si estende dalla valvola 

ileo-cecale all’ano. Il suo epitelio, come il tenue, è composto da cellule caliciformi mucipare 

ed enterociti cilindrici semplici o monostratificati. 

Il suo compito è di assorbire acqua ed elettroliti, oltre ad alcune vitamine prodotte dalla flora 

batterica: provvede quindi ad accumulare, degradare, e spingere gli scarti non digeribili verso 

il retto e li espelle dall’organismo attraverso il canale anale. 

 

L’intestino tenue ha un ruolo cruciale nella digestione in quanto consente la scomposizione e 

l’assorbimento di importanti nutrienti. L’epitelio superficiale del tenue è di tipo colonnare o 

Figura 1. Rappresentazione dell’intestino tenue e crasso. 
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cilindrico semplice ed è costituito principalmente da due tipologie di cellule, ovvero gli 

enterociti, c semplici cellule epiteliali colonnari che svolgono un ruolo importante 

nell'assorbimento dei nutrienti (ad esempio ioni, acqua, zucchero, peptidi e lipidi) e nella 

secrezione di immunoglobuline, e le cellule caliciformi mucipare, le quali secernono muco, che 

lubrifica il passaggio del cibo attraverso l'intestino e protegge la parete intestinale dagli enzimi 

digestivi. 

Sono presenti inoltre cellule enteroendocrine (Kong, Zhang, e Zhang 2018). 

 

Il tenue viene diviso in tre parti: duodeno, digiuno e ileo. 

La regione più corta è il duodeno: misura in media dai 20/25 cm di lunghezza e la sua larghezza 

è di 47mm; ha inizio dallo sfintere pilorico. Appena oltre lo sfintere pilorico, si piega 

posteriormente dietro il peritoneo, diventando retroperitoneale, e poi forma una curva a C 

attorno alla testa del pancreas prima di risalire anteriormente per tornare alla cavità peritoneale 

e unirsi al digiuno. Riceve il chimo dallo stomaco, gli enzimi pancreatici e la bile dal fegato. In 

questa parte dell’intestino sono presenti le ghiandole di Brunner, che secernono un muco 

alcalino. Il digiuno è la sezione centrale dell’intestino tenue, ha un diametro di 3/3,5 cm ed è 

lungo 2,5 metri, contiene pliche circolari (lembi muscolari) e villi per assorbire i prodotti della 

digestione. L’ileo è la parte finale del tenue, misura circa 3 metri e termina nel cieco. È più 

spesso, più vascolarizzato e presenta pliche mucose più sviluppate rispetto al digiuno. Qui 

avviene l’assorbimento di tutti i nutrienti finali, con i principali prodotti che sono la vitamina 

B12 e gli acidi biliari («Collins, Nguyen, and Badireddy, ‘Anatomy, Abdomen and Pelvis, Small 

Intestine’» 2022). 

 

La parete dell’intestino tenue è composta da quattro strati principali: tonaca sierosa, tonaca 

muscolare, sottomucosa e mucosa.  La tonaca sierosa è lo strato esterno del tenue costituita da 

mesotelio ed epitelio, essa va a circondare il digiuno e l’ileo e la superfice anteriore del 

duodeno.  La tonaca muscolare è composta da due strati di muscolatura liscia, strato 

longitudinale esterno che accorcia e allunga l’intestino, e uno strato circolare interno più spesso 

di muscolatura liscia, il quale provoca costrizione. I nervi si trovano tra questi due strati 

permettendogli di lavorare assieme al fine di propagare il cibo in direzione da prossimale a 

distale. 

La tonaca sottomucosa è costituita da uno strato di tessuto connettivo che contiene i vasi 

sanguigni, i nervi e i vasi linfatici. 
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La tonaca mucosa infine è lo strato più interno, e istologicamente risulta divisa in tre strati: un 

epitelio di rivestimento (d'aspetto variabile a seconda dei tratti), una lamina propria connettivale 

di supporto e un sottile strato di muscolatura liscia o muscolaris mucosae.(«Collins, Nguyen, 

and Badireddy, ‘Anatomy, Abdomen and Pelvis, Small Intestine’» 2022 ). 

 

La superficie interna del tenue è sollevata in pieghe, le quali presentano estroflessioni 

digitiformi chiamate villi. Ogni villo è composto da un asse connettivale tappezzato da un 

singolo strato di enterociti (cellule assorbenti), la cui membrana presenta delle sottili 

estroflessioni; i microvilli che si trovano nella superficie libera nel loro insieme formano 

l’orletto a spazzola. 

Nei solchi disposti tra i villi si trovano le ghiandole di Galeazzi (o cripte di Lieberkühn) 

invaginazioni situate nello spessore della lamina propria che, si propagano in profondità nel 

tessuto connettivo sottostante: esse sono ubicate nell’intestino tenue e sparse anche nel crasso. 

Il compito delle ghiandole è quello di secernere succo enteroepatico, composto da acqua, 

elettroliti, muco ed enzimi. Le cripte rappresentano l’unità funzionale dell’intestino e, sono 

costituite da numerose tipologie cellulari, come enterociti, cellule caliciformi mucipare, cellule 

del Paneth (generano lisozima con proprietà antibatteriche) e cellule enterocromaffini, e (cellule 

staminali) per il rinnovo dell’epitelio di rivestimento («Mucosa intestinale - villi intestinali»). 

La barriera intestinale costituisce l'interfaccia tra l’ambiente esterno e l'ambiente interno del 

corpo. Una barriera intestinale funzionale consente l'assorbimento di nutrienti e fluidi, ma allo 

Figura 2. Lume dell’intestino tenue 
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stesso tempo previene l'ingresso di sostanze nocive come tossine e batteri attraversando 

l'epitelio intestinale e raggiungendo il corpo. 

 

 

 

La permeabilità intestinale è il passaggio di un soluto attraverso una semplice membrana e può 

essere misurato mediante registrazione il passaggio di marcatori di permeabilità sull'epitelio 

attraverso il percorso paracellulare o transcellulare. 

Le superfici mucose dell’intestino sono rivestite da cellule epiteliali, le quali costituiscono la 

barriera intestinale. Al contempo, le mucose consentono l’assorbimento di nutrienti, liquidi e 

agenti farmacologici, impedendo inoltre alle sostanze nocive come tossine e batteri di 

attraversare l’epitelio e raggiungere il sistema circolatorio (Turner 2009).  L’epitelio intestinale, 

oltre a essere responsabile dell’assorbimento dei nutrienti, regola anche l’omeostasi di acqua e 

ioni e funge da barriera protettiva per impedire ai patogeni, che arrivano nel lume intestinale, 

di superare la barriera epiteliale e provocare infiammazioni della mucosa. 

L’assorbimento di sostanze può essere influenzato dalla permeabilità intestinale, cioè dal 

passaggio di molecole idrofile di medie dimensioni che avviene verso un gradiente di 

concentrazione senza l’assistenza di un sistema di trasporto; una permeabilità alterata può 

portare all’ insorgenza di varie condizioni croniche di origine gastrointestinale e non, come 

Alzheimer e il morbo di Parkinson.  

Per mantenere la barriera intestinale in equilibrio e un’integrità ottimale esistono meccanismi 

di difesa fisici che includono sia i complessi giunzionali che collegano le cellule epiteliali 

adiacenti sia la superficie mucosa del rivestimento delle cellule epiteliali (Schoultz e Keita 

2020). 

Figura 3. Vie di permeabilità intestinale 
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1.1.2. GIUNZIONI INTESTINALI  

 

L’epitelio intestinale rappresenta la più ampia area del corpo in contatto con l’ambiente. Esso 

è costituito dagli enterociti, cellule fondamentali deputate all’assorbimento nutritizio e, dotate 

di una membrana cellulare permeabile a composti lipofili, ma non a composti idrofili senza 

specifici trasportatori. L’epitelio intestinale, oltre a essere responsabile dell’assorbimento dei 

nutrienti, regola anche l’omeostasi di acqua e ioni e funge da barriera protettiva per impedire ai 

patogeni, che arrivano nel lume intestinale, di superare la barriera epiteliale e provocare 

infiammazioni della mucosa. In condizioni fisiologiche, le cellule sono connesse da due 

principali tipi di giunzioni intercellulari, le giunzioni serrate (tight junctions, TJ) e le giunzioni 

aderenti (adherens junctions, AJ), che regolano la permeabilità paracellulare. Nelle barriere 

epiteliali, le TJ e le AJ sono ben definite e distribuite, in particolare: le TJ sono ubicate nella 

parte apicale, mentre le AJ sono localizzate nella parte basolaterale (Fig. 4). 

                                  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Entrambi i complessi giunzionali sono connessi al citoscheletro di actina. 

Le giunzioni aderenti (AJ) sono un’associazione complessa tra molteplici componenti, giocano 

un ruolo centrale nella formazione dei contatti tra cellule vicine e nella stabilizzazione 

dell’adesione (Hermiston e Gordon 1995).  

Le caderine sono componenti delle AJ e sono proteine con un segmento transmembrana e 5 

domini extracellulari ripetuti che mediano, attraverso interazioni omofiliche, l’adesione 

Figura 4. Struttura molecolare della giunzione intercellulare (T Suzuki 2013) 
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cellulare Ca2+-dipendente tra cellule adiacenti. Esistono diverse isoforme di caderina: E- 

(epiteliale), VE- (endotelio vascolare), N- (neurale), P-(placentare) e R- (retina). La E-caderina 

(conosciuta anche come caderina-1) è quella maggiormente distribuita nei tessuti epiteliali, 

mentre la VE-caderina è espressa per lo più nelle cellule endoteliali (Gooding, Yap, e Ikura 

2004; Hartsock e Nelson 2008). La coda citoplasmatica di E-caderina interagisce direttamente 

con la catenina δ1 (p120 catenina) e con la β-catenina. A sua volta, la β-catenina si lega all’α-

catenina 1 che regola l’assemblaggio dell’actina locale e contribuisce allo sviluppo dell’anello 

perigiunzionale acto-miosinico (Turner 2009). 

 

Le giunzioni strette (tight junctions) sono le principali responsabili delle proprietà di barriera 

epiteliale ed endoteliale. Tali giunzioni sigillano lo spazio intercellulare presente tra le cellule 

epiteliali, sono composte da sottili complessi proteici che circondano completamente l’apice 

della cellula. Queste giunzioni isolano il dominio apicale inibendo la diffusione di liquidi e 

proteine attraverso il doppio strato fosfolipidico.  

Il complesso della giunzione stretta, più in dettaglio, è costituito da proteine transmembrana tra 

cui occludina, claudine, tricellulina, e molecole di adesione giunzionale. 

 

Sono presenti tre proteine transmembrana comuni 

a tutte le TJ: Claudine, proteine della famiglia 

TAMP e molecole di adesione giunzionale (JAM). 

La famiglia delle claudine regola la 

permesensibilità di barriere specifiche. Le proteine 

della famiglia TAMP, che comprendono le 

proteine del dominio MARVEL, occludina e 

tricellulina, sono proteine che attraversano la 

tetramembrana e regolano il reclutamento di 

proteine di segnalazione alle TJ. JAM -A, -B, -C, 

svolgono invece ruoli importanti nella formazione 

della barriera e nella segnalazione alle cellule 

circolanti (Vermette et al. 2018). 

 

 

 

 

Figura 5. Morfologia TJ osservata mediante 
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1.1.2.1. OCCLUDINA 

L’occludina è una proteina con quattro domini transmembrana, due anelli extracellulari e tre 

domini citoplasmatici extracellulari ed esistono in 2 isoforme (N- e C- terminale). Il dominio 

C-terminale, localizzato nel citoplasma, si lega direttamente a ZO-1 (zonula occludens) che 

lega a sua volta il citoscheletro di actina. Questa porzione di occludina è ricca di siti di 

fosforilazione (tiroxina, serina e treonina) che possono essere modificati dalle chinasi e dalle 

fosfatasi. L’occludina non fosforilata è distribuita nella membrana basolaterale e nelle 

vescicole citoplasmatiche, mentre l’occludina fosforilata è localizzata nelle TJ e determina 

una ridotta permeabilità paracellulare (Schneeberger e Lynch 2004). 

 

1.1.2.2. CLAUDINE 

Le claudine sono proteine costituite da un N-terminale citoplasmatico corto, due anse 

extracellulari e un dominio C-terminale. La famiglia delle claudine è composta da 24 isoforme 

che determinano la selettività della via paracellulare in termini di carica e dimensione (H Chiba 

2008). È stato dimostrato che le claudine -1, -3, -4, -5, -8, -11, -14 e -19 giocano un ruolo 

fondamentale per la selettività di barriera paracellulare (Krause et al. 2008). La permeabilità 

degli ioni attraverso le TJ è mediata dalle claudine -4, -8 e -14 coinvolte nella barriera cationica, 

mentre le claudine -2, -7 e -13 vanno a formare i pori paracellulari per il passaggio di cationi e 

anioni. 

Nel tratto gastrointestinale sono presenti le claudine -2, -3, -4, -7, -8, -12 e -15, ma i livelli di 

espressione e la loro localizzazione subcellulare sono diversi nei segmenti intestinali (H Chiba 

2008). 

 

1.1.2.3. TRICELLULINA 

Questa proteina appartiene alla famiglia TAMP che attraversa la tetramembrana. Presenta 

quattro domini transmembrana, due anse extracellulari e grandi domini citoplasmatici ammino 

e carbossi- terminali. Il dominio carbossi-terminale nella tricellulina si lega a ZO-1. La 

tricellulina è coinvolta nelle giunzioni bicellulari (bTJ) e in quelle tricellulari (tTJ). I risultati 

ottenuti da un recente studio evidenziano come la bassa espressione della tricellulina permetta 

il passaggio di macromolecole; invece, a più elevata espressione, essa porta alla formazione di 

una barriera per le macromolecole nelle tTJ e una barriera per soluti di ogni dimensione nelle 
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bTJ (Susanne M. Krug 2009).  Inoltre, le proprietà di barriera differiscono a seconda della 

localizzazione della tricellulina. La localizzazione bicellulare diminuisce la permeabilità di ioni 

e soluti, mentre la localizzazione tricellulare non ha alcun effetto sulla permeabilità ionica, ma 

diminuisce la permeabilità a soluti più grandi. In genere, le proteine di membrana che 

costituiscono i complessi giunzionali interagiscono con le proteine della zona occludens (ZO), 

proteine multi-dominio necessarie per la regolazione e il mantenimento della struttura delle TJ 

(Suzuki 2013). 

 

 

1.1.2.4. LE MOLECOLE DI ADESIONE GIUNZIONALE (JAM) 

 

Le JAM contengono un segmento transmembrana e un dominio extracellulare. Esse sono 

proteine coinvolte nell’adesione tra le cellule della barriera e tra la barriera e le cellule del 

sangue,(Chiba 2008; «Structural organization of the tight junctions») possono formare 

interazioni omofliliche ed eterofiliche con diversi ligandi, tra cui le integrine. Inoltre, possono 

interagire con ZO-1 e il recettore proteasi-attivato PAR-3 (Chiba et al. 2008). 

Le proteine periferiche di membrana ZO sono necessarie per l’assemblaggio e il mantenimento 

delle TJ, perché possiedono domini multipli per l’interazione con altre proteine, incluse le 

proteine integrali di membrana e l’actina. Nel lato intracellulare della membrana, le estremità 

carbossi-terminali di claudina, occludina e actina vanno ad interagire con le proteine ZO-1, ZO-

2 e ZO-3. Il complesso multiproteico delle TJ è legato alle proteine integrali di membrana con 

il dominio N-terminale e al citoscheletro di actina con il dominio C-terminale. Le proteine ZO-

1 collega direttamente e indirettamente le proteine integrali di membrana (occludine e claudine) 

alle altre proteine citoplasmatiche delle TJ e al citoscheletro di actina («The tight junction 

protein ZO-1 establishes a link between the transmembrane protein occludin and the actin 

cytoskeleton» 1998). 

 

1.1.3. MALATTIE INFIAMMATORIE INTESTINALI (IBD) 

 

Le malattie infiammatorie croniche intestinali (IBD, Inflammatory Bowel Disease) sono 

caratterizzate da un’infiammazione cronica del tratto gastrointestinale associata a uno squilibrio 

del microbiota intestinale. Il loro decorso è altalenante, dove fasi di quiescenza di variabile 

durata sono interrotte da episodi di riacutizzazione. 
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Le IBD sono correlate a uno squilibrio immunologico della mucosa intestinale, principalmente 

associato a disfunzionalità delle cellule del sistema immunitario adattivo, che rispondono 

contro antigeni self producendo condizioni infiammatorie croniche. Le malattie infiammatorie 

più studiate sono la colite ulcerosa (CU) e la malattia di Crohn (CD), caratterizzate dalla più 

alta prevalenza nella popolazione mondiale (de Mattos et al. 2015). 

L’ infiammazione della mucosa intestinale nell’IBD è caratterizzata da episodi di dolore 

addominale, diarrea, feci sanguinolente, perdita di peso e afflusso di neutrofili, macrofagi e 

altre cellule immunitarie che producono citochine, enzimi proteolitici e radicali liberi che 

provocano infiammazione e ulcerazione.  

Le cause di IBD sono diverse: studi hanno dimostrato che la loro insorgenza è associata alla 

suscettibilità genetica dell’ospite, al microbiota intestinale, a fattori ambientali e ad anomalie 

immunologiche.  

Anche situazioni di disagio psichico, come ansia e depressione, possono essere coinvolte. 

L’epitelio intestinale impedisce l’ingresso di batteri o antigeni nella circolazione mediante i 

complessi giunzionali precedentemente citati. Nelle IBD, queste giunzioni sono difettose, e la 

loro alterazione è responsabile della successiva infiammazione. I meccanismi protettivi 

includono anche la produzione di muco da parte delle cellule caliciformi e la secrezione delle 

cellule di Paneth di α-defensine con attività antimicrobica intrinseca. Le reazioni infiammatorie 

eccessive possono portare a un deterioramento dell’epitelio e ad un’ulteriore esposizione a 

microbi intestinali, causando così un peggioramento dell’infiammazione stessa (McDowell, 

Farooq, e Haseeb 2022). 

Le IBD sono tipicamente diagnosticate tra i 18 e i 35 anni (sebbene negli ultimi anni è stato 

registrato un incremento del numero di casi in fascia d’età pediatrica) ed hanno un impatto 

negativo sullo stato di salute generale, sulla salute mentale e sul funzionamento sociale degli 

individui. 

Alcuni studi evidenziano che nel Nord America e in Europa il tasso di incidenza annuo della 

malattia di Crohn è di 5-6 casi su 100.000 persone, per la colite ulcerosa 6-15 casi su 100.000 

persone; la prevalenza è 27-106 casi su 100.000 per il morbo di Crohn, 80-105 su 100.000 per 

la colite ulcerosa. L’epidemiologia delle malattie infiammatorie croniche intestinali sta subendo 

un profondo cambiamento: si è riscontrato un significativo incremento di incidenza in etnie e 

nazioni dove tali patologie erano poco comuni (Sud America, Europa dell’est, Asia, Africa) a 

fronte di una stabilizzazione o perfino un decremento in Nord America ed Europa; nonostante 

tale riduzione in alcune aree, gli studi di prevalenza mostrano un incremento globale. Fattori 

etnici e razziali condizionano il rischio di sviluppare una malattia, ma è significativo anche 
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l’impatto dell’occidentalizzazione delle abitudini e degli stili di vita (Windsor e Kaplan 2019; 

Ng et al. 2017) . 

Da inizio anni 2000, si rileva un significativo e costante incremento delle IBD non solo nelle 

aree geografiche storicamente associate a tali patologie, ma anche in quelle caratterizzate da 

elevata industrializzazione (Nord Europa, Regno Unito e America del nord) si evidenzia una 

diffusione sempre più globale dello stato morboso e un ruolo critico nella patogenesi attribuito 

con maggiore forza ai trigger ambientali (Danese, Sans, e Fiocchi 2004). 

 

Figura 6. Prevalenza mondiale delle IBD 

                                            

L’aumento dell’incidenza è marcato anche nei paesi mediterranei, a causa del cambiamento 

delle abitudini alimentari: in Italia i dati relativi alla prevalenza delle IBD sono intorno alle 

250mila persone affette, con un’incidenza di circa 10.5 nuovi casi/anno per 100.000 abitanti. 

In aumento sono i casi in età pediatrica (circa il 20% di essi interessa bambini e adolescenti 

sotto i 20 anni (Kuenzig et al. 2022; Sýkora et al. 2018) e in fasce di popolazioni prima 

interessate solo in modo marginale, come nei soggetti con più di 60 anni. 

La CD si manifesta, molto più frequentemente nelle donne, anche se è stata osservata una 

predominanza maschile in età pediatrica (Gasparetto e Guariso 2013);  per la UC in alcune 

popolazioni è stata rilevata invece una lieve predominanza nel genere maschile (Monteleone et 

al. 2006; Kaser, Zeissig, e Blumberg 2010). 
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1.1.3.1. FATTORI CHE CONTRIBUISCONO ALLO SVILUPPO DELLE IBD 

 

L’eziologia delle IBD non è del tutto chiara: è stato dimostrato che nella patogenesi concorrono 

elementi di predisposizione genetica, di disregolazione del sistema immunitario e disbiosi 

intestinale, in associazione con stimoli antigenici e ossidativi (Yeshi et al. 2020) che agirebbero 

a livello gastrointestinale, determinando così lo sviluppo dell’infiammazione cronica (fig. 7) 

 

Figura 7. Fattori che contribuiscono all’eziologia delle IBD 

• dieta: l’associazione tra alimentazione e IBD è stata molto studiata (Oliveira e Monteiro 

2017). I grassi alimentari svolgono un ruolo nella patogenesi: si è visto che pazienti 

occidentali presentano un’incidenza più alta di IBD, in quanto consumano molti cibi 

fast-food e zuccheri e assumono meno frutta, verdure e fibre. È stato riportato che 

l’assunzione elevata di grassi è associata all’ aumento di incidenza di CU, mentre il 

consumo di frutta, verdura e fibre sembra in generale ridurre il rischio di IBD. Anche 

gli additivi alimentari artificiali, prevalenti nelle diete occidentali, possono contribuire 

a causare l’infiammazione intestinale interferendo con la funzione di barriera 

dell’intestino (Lamb et al. 2019). 

• predisposizione genetica: negli Stati Uniti la prevalenza di IBD interessa maggiormente 

la popolazione afroamericana e caucasica, rispetto agli ispanici ed asiatici. Il rischio di 

sviluppo di IBD varia dal 7 al 30% per i membri di una stessa famiglia e un’incidenza 

più alta della patologia viene riscontrata nei gemelli omozigoti (58%), rispetto agli 

eterozigoti (Ho et al. 2019).  
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• fattori ambientali: in soggetti geneticamente predisposti, uno o più fattori ambientali 

possono rompere l’equilibrio tra l’immunità mucosale e la flora batterica intestinale. Gli 

antibiotici possono dare effetti diffusi sulla flora intestinale e produrre una disbiosi che, 

a sua volta, può causare l’infiammazione intestinale. Secondo dati clinici e sperimentali, 

la composizione del microbiota nelle IBD è alterata rispetto a quella dei soggetti sani, 

con conseguente alterazione della funzionalità della barriera intestinale e del sistema 

immunitario ad essa associato. Un altro esempio dell’influenza dell’ambiente sull’ IBD 

è l’uso del tabacco, in particolare il fumo di sigaretta. Il fumo sembra peggiorare la 

patogenesi di CD mentre risulta avere un ruolo protettivo contro la colite ulcerosa 

(Bamias et al. 2005; Sartor 2006). 

• stress ossidativo: lo stress ossidativo (ox-S) è considerato un potenziale fattore 

eziologico per le IBD in quanto sembrerebbe che lo stato infiammatorio cronico e 

l’iperattività del sistema immunitario, siano accompagnati da una elevata produzione di 

specie reattive dell’ossigeno (ROS) e da una diminuzione delle difese antiossidanti. 

 

1.1.3.2. MORBO DI CROHN E COLITE ULCEROSA  

 

Il morbo di Chron (MC) affligge più frequentemente il tratto terminale del piccolo intestino 

(ileo) e la porzione iniziale del colon (cieco), ma può colpire ogni parte del tratto 

gastrointestinale dalla bocca all’ ano. Il MC si può presentare con una distribuzione “a chiazze”, 

colpendo alcune aree di intestino,e l’infiammazione può estendersi a tutti gli strati della parete 

intestinale, compresa l’area attorno al canale anale (Pucciarelli 2022). 

Il gastorenterologo americano Burril B. Crohn nel 1932 diede il nome alla malattia, descrivendo 

una serie di pazienti che manifestavano uno stato infiammatorio a livello dell’ileo. Crohn, 

assieme ai suoi collaboratori, osservarono nei loro pazienti una comunanza delle lesioni del 

tessuto sia a livello intestinale che in altre parti dell’apparato digerente. Dagli studi e dalle varie 

osservazioni effettuate fu definita la prima definizione della malattia: il MC è un’infiammazione 

che può coinvolgere qualsiasi tratto gastrointestinale, dalla bocca all’ano, e può interessare sia 

la mucosa che gli strati profondi della barriera gastrointestinale (infiammazione transmurale) 

(Uhlig 2013).  Le alterazioni da esso provocate derivano da un’inappropriata e continua 

attivazione del sistema immunitario della mucosa intestinale. 
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L’infiammazione intermittente è probabilmente una conseguenza dovuta a un difetto della 

barriera mucosale con conseguente disregolazione dei meccanismi dell’immunità sia innata che 

acquisita.  

Nella maggior parte dei casi la malattia compare con dolore addominale, diarrea e riduzione 

dell’appetito: le manifestazioni che si osservano in questa malattia sono prevalentemente 

intestinali, ma bisogna ricordare anche gli aspetti sistemici e i sintomi extra-intestinali. A livello 

della mucosa si possono presentare ascessi, fistole, stenosi, masse addominali e occlusioni. Le 

manifestazioni sistemiche comprendono febbre, dolori addominali, diarrea anche ematica, 

vomito e perdita di peso. I sintomi extra-intestinali possono invece verificarsi a carico 

dell’occhio (uveite), della pelle (eritema nodoso, ipoderma gangrenoso), del sangue, del sistema 

endocrino e delle articolazioni (artrite). I soggetti affetti da MC possono alternare periodi di 

acutizzazione e periodi di remissione dei sintomi. Il rischio di sviluppare carcinoma è basso, 

ma deve essere preso in considerazione in situazioni di casi familiari per tumore intestinale, 

presenza di pseudopolipi, infiammazione persistente e sindrome dell’intestino corto (Baumgart 

e Sandborn 2012). 

Guardando le caratteristiche microscopiche e istologiche, il MC si manifesta come reazione 

granulomatosa e recidivante, caratterizzata da un ricco infiltrato macrofagico, cellule epitelioidi 

e cellule giganti multinucleate a tutto spessore. Un’infiammazione di tipo granulomatoso è 

dovuta ad una difficoltà del sistema immunitario di debellare l’agente patogeno, o per una 

relativa resistenza dell’agente esterno o per un difetto stesso dell’immunità. La mucosa colpita 

presenta lesioni (ulcere aftoidi) che si localizzano all’altezza delle placche di Peyer, a livello 

dell’ileo e all’ interno di follicoli linfoidi del colon. Queste ulcerazioni possono essere più o 

meno profonde ed estese, e si alternano a zone di mucosa sana. 

Se non curate possono portare a complicanze come stenosi (ristringimenti intestinali) o 

addirittura fistole (perforazioni) che in alcuni casi richiedono l’intervento chirurgico.  

 

La colite ulcerosa (CU) è una patologia limitata al colon e retto. L’ infiammazione è tipicamente 

circoscritta dalla mucosa, e causa un danno superficiale alla parete intestinale. Generalmente la 

malattia parte dal retto e tende a propagarsi attraverso il colon in maniera continua (Pucciarelli 

2022). 

È un’affezione recidivante acuta e cronica ad eziologia multifattoriale, caratterizzata da diffuse 

ulcerazioni flogistiche della mucosa colica che si distribuiscono in maniera continua ed 

uniforme senza interposizione di aree di mucosa normale come invece avviene nel MC. Le 
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persone affette da questa patologia presentano diarrea ematica (spesso notturna e 

postprandiale), passaggio di pus e/o di muco, crampi addominali durante l’evacuazione e 

febbre. Un quadro clinico più grave, il megacolon tossico, è caratterizzato dal continuo 

assottigliamento della parete intestinale tale da causare perforazioni. Questo evento si può 

osservare nell’ esordio precoce della malattia e il paziente manifesta dolore addominale diffuso, 

elevata febbre e leucocitosi neutrofila. 

Come detto, l’infiammazione è superficiale e interessa solo la mucosa, che si presenta congesta, 

ulcerata e sanguinante. Possono essere presenti pseudopolipi di natura infiammatoria, formatisi 

come risultato della rigenerazione epiteliale.  

Le alterazioni della mucosa causano infiammazione e danno cronico. Inizialmente è presente 

un infiltrato infiammatorio diffuso a livello della lamina propria e rappresentato soprattutto da 

granulociti neutrofili, linfociti, plasmacellule e macrofagi. La cripta si associa ad una aumentata 

secrezione mucosa da parte delle cellule caliciformi mucipare e ad un maggiore turnover 

cellulare.  

 

Figura 8. Schema della fisiopatologia della colite ulcerosa 

  

La CU è una malattia della barriera intestinale, e inizialmente è guidata da una cellula epiteliale 

o da una disfunzione epiteliale intestinale strutturale causata dall’ alterazione della risposta 

immunitaria e delle componenti della barriera intestinale (Kobayashi 2020). Le variazioni della 

quantità e della composizione delle mucine secrete nel colon possono portare a una riduzione 

della protezione della mucosa e avere un ruolo nella patogenesi della CU. È stato osservato che 

nella colite ulcerosa attiva, lo strato di muco risulta più sottile in confronto a una condizione 

fisiologica, inoltre, le cellule caliciformi, che sintetizzano le mucine secretorie, hanno un 
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numero ridotto e contengono meno mucina. Alcuni studi dimostrano come le citochine pro-

infiammatorie, incluso il fattore di necrosi tumorale α (TNF-α), l'interferone γ (IFN-γ) e 

l'interleuchina-13 (IL-13), possano andare ad alterare la funzione di barriera modificando così 

la funzione e l’espressione delle proteine TJ. 

Nei pazienti con CU la tricellulina risulta essere sotto regolata da IL-13, causando così un 

aumento dell’assorbimento paracellulare di macromolecole e l’infiammazione della mucosa 

intestinale (S. M. Krug et al. 2018). 
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1.1.3.3. MANIFESTAZIONI EXTRAINTESTINALI 

 

Le IBD possono essere complicate dalla comparsa di manifestazioni extraintestinali. Queste 

complicanze si possono manifestare nel 6.2% dei pazienti; inoltre, solo in una piccola parte di 

pazienti possono comparire più di una manifestazione extraintestinale (Levine e Burakoff 2011). 

La loro comparsa può precedere o accompagnare l’esordio della malattia, ma possono 

comparire anche dopo un lungo periodo successivo all’esordio della malattia stessa. Possono 

esserci due tipi di manifestazioni: alcune strettamente associate all’attività infiammatoria della 

malattia a livello intestinale, altre invece acquisiscono un andamento indipendente. 

Le sedi interessate sono le articolazioni, la cute, gli occhi, le vie biliari e l’apparato scheletrico. 

La maggior parte delle alterazioni si presenta nei pazienti dove la malattia infiammatoria è 

estesa (Monsén 1990). 

• Manifestazioni muscoloscheletriche 

Queste manifestazioni sono le più comuni complicanze extraintestinali delle IBD e, si 

verificano in circa il 40% dei pazienti. Esistono più forme di coinvolgimento articolare, 

ad esempio l’artropatia periferica, che è un’artrite migrante non erosiva e non deforme 

che coinvolge prevalentemente l’articolazione del ginocchio e della caviglia in modo 

asimmetrico (Sheth, Pitchumoni, e Das 2014). L’artropatia periferica può essere di due 

forme: pauciarticolare (coinvolgimento di massimo 5 articolazioni) strettamente 

correlata all’attività della malattia a livello intestinale, e una poliarticolare (coinvolge 

più di 5 articolazioni) che presenta un andamento più severo ed indipendente (T. R. 

Orchard, Wordsworth, e Jewell 1998). 

Può essere coinvolto anche l’apparato muscolo-scheletrico assiale: l’artropatia assiale 

include sacroileite e spondilite anchilosante. L’ esordio della spondilite anchilosante 

associata alle IBD è in giovane età, con dolori alla colonna vertebrale che sono 

accentuati dal riposo e possono essere associati a rigidità mattutina. Il suo decorso è 

progressivo, spesso indipendente dalla IBD, e può condurre a danni scheletrici 

permanenti fino all’anchilosi (Calin et al. 1977). 

 

• Manifestazioni cutanee e mucose 

Le manifestazioni cutanee principali nelle IBD sono l’eritema nodoso (EN) e il 

pioderma gangrenoso (PG). Il primo si manifesta frequentemente in concomitanza delle 
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fasi acute della malattia, con delle lesioni nodulari rosse, dolenti, calde che compaiono 

usualmente sulla superficie estensoria degli arti inferiori. Possono presentarsi anche 

sintomi sistemici come febbre, l’astenia e l’artralgia. 

Il PG compare con una lesione cutanea eritematosa e dolente successivamente evolve 

con la formazione di una pustola che si ulcera ed è caratterizzata da una regione centrale 

necrotica. Anch’essa si localizza negli arti inferiori ma è possibile ritrovarla anche in 

altre zone. A differenza dell’EN, il PG lascia vistose cicatrici alla scomparsa. 

 

• Manifestazioni epatobiliari 

La più importante tra le manifestazioni epatobiliari è la colangite sclerosante primitiva 

(CSP), la quale si manifesta nell’ 80-90% dei pei pazienti con IBD. La prevalenza è del 

5% in pazienti affetti da CU mentre molto più frequente in pazienti affetti da MC.  

L’evoluzione della CSP può essere quella di una cirrosi biliare o di un 

colangiocarcinoma (il rischio è del 10-15%) (Saich e Chapman 2008). Inoltre, si è 

osservato un aumentato rischio di adenocarcinoma del colon nei pazienti affetti da CSP 

(Brentnall et al. 1996). 

 

• Manifestazioni oculari 

Le manifestazioni oculari principali sono l’uveite più frequente nei pazienti affetti da 

CU e l’episclerite, più frequente nei pazienti affetti da MC. L’uveite si manifesta con 

un dolore oculare, arrossamento, fotofobia e offuscamento alla vista, ed è una 

condizione associata alla positività dell’HLA B27 (antigene leucocitario umano) e alla 

presenza di manifestazioni extraintestinali come l’eritema nodoso (Timothy R. Orchard 

et al. 2002). 

L’episclerite è invece un’iperemia della sclera e della congiuntiva, non provoca dolore 

e alterazioni alla vista (Williams, Walker, e Orchard 2008). 

 

• Manifestazioni trombotiche 

Le IBD sono anche associate alle alterazioni ematologiche, in particolare all’aumento 

del rischio di trombosi venosa e arteriosa (Goh  2017). Uno studio svolto su una 

popolazione canadese riporta che in pazienti affetti da IBD il rischio di sviluppare 

trombosi venosa profonda o embolia polmonare è tre volte maggiore rispetto ad 

individui sani, soprattutto per i pazienti con MC (Bernstein 2001). 
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1.2 TRATTAMENTI TRADIZIONALI E INNOVATIVI PER IBD  

 

1.2.1. TRATTAMENTO FARMACOLOGICO  

 

Gli obiettivi da raggiungere nel trattamento delle malattie infiammatorie croniche intestinali 

sono tre: 

• Indurre la remissione dei sintomi, come diarrea, dolore addominale, sanguinamento 

rettale e febbre, e ridurre l’infiammazione, promuovendo la riparazione del danno a 

livello tissutale. 

• Prevenire le complicanze, quali stenosi o fistole. In questo caso è importante 

l’integrazione con l’intervento chirurgico. 

La scelta del trattamento deve considerare le caratteristiche della malattia, in termini di 

frequenza, estensione e gravità della stessa, le possibili manifestazioni extraintestinali e le 

complicanze, ma anche bilanciare il rischio correlato agli effetti collaterali delle terapie 

proposte (Sales-Campos 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Terapie attuali ed emergenti per le malattie infiammatorie intestinali (IBD) (Sales-Campos 2014)  

                                                                                                       

La complessa eziologia delle IBD costituisce un fattore limitante nella scoperta di nuove terapie 

farmacologiche e complementari, e nello sviluppo di strategie preventive utili a definire un 

protocollo generale di trattamento e gestione definitiva dei pazienti con IBD. Gli aspetti 
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multifattoriali dell’IBD spiegano l’alta frequenza di pazienti resistenti ai trattamenti 

farmacologici attuali, inclusi farmaci convenzionali come aminosalicilati, glucocorticoidi, 

immunosoppressori e terapie biologiche basate su anticorpi monoclonali. L’attuale trattamento 

farmacologico si basa sul sollievo o sulla creazione di un periodo di profonda remissione dei 

sintomi. Tuttavia, l’utilizzo a lungo termine di questi farmaci può causare gravi effetti 

collaterali, riducendo la responsività del paziente al trattamento farmacologico. 

 I fattori di rischio delle IBD non agiscono isolatamente, ma includono fattori di rischio 

intrinseci ed estrinseci. Fattori intrinseci riguardano la predisposizione genetica e la storia 

familiare così come il microbiota intestinale, mentre i fattori estrinseci includono il fumo, 

l’appendicectomia, l’igiene, le infezioni, l’uso di antibiotici e di altri farmaci come i FANS 

(farmaci antinfiammatori non steroidei) e i contracettivi orali, una dieta con molti grassi e poche 

fibre, carenza di vitamina D, stress elevato, privazione del sonno e attività fisica ridotta. 

1.2.1.1. AMINOSALICILATI  

 

Farmaci contenenti acido 5-aminosalicilico (5-ASA), sono disponibili diversi preparati che 

permettono di far arrivare l’acido aminosalicilico attivo ai segmenti dell’intestino tenue e del 

colon: sulfasalazina (5-ASA + sulfapiridina), olsalazina (dimero di acido 5-aminosalicilico), 

balsalazide (5-ASA + 4-aminobenzol-β -alanina) e varie forme di mesalazina. 

L’efficacia delle terapie risente della capacità, da parte del farmaco, di raggiungere in elevate 

concentrazioni i siti dove la patologia è in fase attiva, e in questo giustifica le diverse 

formulazioni che possono essere variamente impiegate in funzioni delle esigenze terapeutiche. 

L’azione principale del salicilato è il blocco della sintesi di prostaglandine inibendo le 

ciclossigenasi. Altri potenziali meccanismi d’azione comprendono: la modulazione dei 

mediatori dell’infiammazione derivati dalla lipossigenasi, l’interferenza con la produzione di 

citochine proinfiammatorie e con l’attività di NF-kB, e l’inibizione delle funzioni cellulari delle 

cellule natural killer, dei linfociti mucosali e dei macrofagi. 

La sulfasalazina può causare possibili effetti indesiderati, soprattutto dose-dipendenti, i quali 

includono nausea, disturbi gastrointestinali, cefalea, artralgie, mialgie, soppressione midollare, 

malessere generale. Inoltre, sono possibili reazioni da ipersensibilità con febbre, dermatite 

esfoliativa, pancreatite, polmonite, anemia emolitica, pericardite, epatite. Gli altri preparati 

sono invece generalmente ben tollerati (Antony 2011).  
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1.2.1.2. GLUCOCORTICOIDI  

 

I glucocorticoidi più comunemente impiegati nella pratica gastroenterologa sono prednisone e 

prednisolone. L’idrocortisone in clisma, schiuma o supposta è usato per massimizzare gli effetti 

a livello colico e minimizzare l’assorbimento sistemico. Budesonide è un potente analogo 

sintetico del prednisolone, dotato di bassa biodisponibilità per via orale, e risulta preferibile al 

prednisolone in caso di malattia ileale o ileo-ciecale. 

I glucocorticoidi agiscono inibendo la produzione di chemochine e citochine proinfiammatorie 

(quali TNF-α e IL-1), riducendo l’espressione di molecole di adesione cellulare 

dell’infiammazione e inibendo la trascrizione dei geni di ciclossigenasi-2 e NF-kB (Antony, 

Riya. «Basic and Clinical Pharmacology 12th Edition» 2011).  

Sono farmaci usati frequentemente per indurre la remissione nella malattia di Crohn e nella 

colite ulcerosa non responsiva alla prima linea terapeutica con aminosalicilati; nel trattamento 

della patologia infiammatoria intestinale coinvolgente retto o sigma si preferisce somministrare 

glucocorticoidi per via rettale, perché si ha un assorbimento sistemico più basso. Non sono utili 

per il mantenimento della remissione (Torres 2020). 

Diversi studi hanno confrontato l'efficacia e la sicurezza dei GC tradizionali con altri trattamenti 

misurando i tassi di remissione e gli effetti collaterali avversi. Due studi randomizzati in doppio 

cieco indipendenti, controllati con placebo, hanno mostrato che il 47% dei pazienti affetti da 

MC attivi trattati con prednisone (1 mg/kg, compreso tra 40 e 60 mg/die) ha raggiunto la 

remissione clinica, definita come punteggio CDAI < 150, rispetto al 26% dei pazienti trattati 

con placebo dopo 4 mesi di trattamento. Né la sulfasalazina (0,5-1 gr/15 kg) né l'azatioprina (2-

2,5 mg/kg al giorno) hanno raggiunto un'efficacia significativa. Successivamente, uno studio 

controllato con placebo ha dimostrato che alte dosi di metilprednisolone (12-48 mg/die), 

sulfasalazina (3 gr/die) o entrambi, nei pazienti affetti da celiachia attiva, erano 

significativamente efficaci rispetto al placebo. I pazienti trattati con metilprednisolone (da solo 

o in combinazione con sulfasalazina) hanno mostrato un miglioramento più rapido rispetto alla 

sola sulfasalazina (Dubois-Camacho 2017) 
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1.2.1.3. CORTICOSTEROIDI  

 

I trattamenti con i corticosteroidi per la cura delle IBD furono utilizzati negli anni ’50, e sono 

utilizzati ancora oggi per trattare la malattia da moderata a grave, risultando efficaci nell’indurre 

la remissione quando si verifica la riacutizzazione dell’infiammazione intestinale interagendo 

e attivando un recettore citoplasmatico dei glucocorticoidi (CSs) che a sua volta lega specifici 

fattori di trascrizione proinfiammatori per inibire la trascrizione di alcuni geni infiammatori 

(Hayashi 2004). L’utilizzo di corticosteroidi è ancora largamente empirico e mancano solide 

evidenze sugli schemi terapeutici. I CS si legano a specifici recettori i quali una volta attivati 

possono entrare nel nucleo e interagire con specifici fattori di trascrizione pro-infiammatori 

(come il fattore nucleare- kappa B e la proteina attivatrice-1), che reclutano complessi attivatori 

per inibire la trascrizione di alcuni geni infiammatori. I recettori CSs attivati possono legarsi a 

specifici elementi di risposta nella regione del promotore dei geni antinfiammatori a livello 

nucleare, al fine di regolare l’espressione dei geni antinfiammatori stessi. Inoltre, l’effetto 

antinfiammatorio dei CS può essere mediato da diversi recettori di membrana (Di Paolo, 

Pagnini, e Graziani 2021). 

 

 

1.2.1.4. FARMACI BIOLOGICI ANTI- TNF-α  

 

I farmaci anti-tumor necrosis factor-alfa (TNF-a) hanno modificato il metodo di trattamento 

delle patologie infiammatorie intestinali refrattarie ai farmaci convenzionali (corticosteroidi, 

immunomodulatori, etc.). Essi prevengono il legame del TNF con i recettori specifici, 

impedendone l’attività biologica (Jordan 2020).  

Nelle IBD si verificano alterazioni di meccanismi che regolano la risposta dei linfociti Th1; una 

delle citochine proinfiammatorie fondamentali per la risposta delle cellule Th1 è il TNF-α. 

Anticorpi monoclonali anti-TNF possono creare legami crociati con i recettori per il TNF 

presenti sulla membrana cellulare ed inibire l’attività dei linfociti T e dei macrofagi. 

I farmaci anti-TNF sono generalmente impiegati come farmaci di seconda linea in seguito al 

fallimento terapeutico con corticosteroidi o immunosoppressori, ma possono essere considerati  

come trattamento di prima scelta nei pazienti con malattie complesse: nella malattia di Crohn 

gli agenti anti-TNF hanno mostrato particolare efficacia quando usati nelle fasi iniziali della 
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malattia, prima che insorgano complicanze, ed è stato evidenziato un maggior beneficio da una 

terapia di associazione con azatiopirina o 6-mercaptopurina (J. F. Colombel 2010; J.-F. 

Colombel 2007). Nella colite ulcerosa i farmaci anti-TNF si presentano come una valida 

alternativa all’azatiopirina per conseguire il mantenimento della remissione o per ridurre il 

carico di glucocorticodi nei casi di steroidi- dipendenza. 

Le molecole disponibili attualmente sono infliximab, somministrato per via endovenosa, e 

adalimumab e, certolizumab, somministrati sottocute.  

Infliximab è un anticorpo monoclonale IgG chimerico, 75% umano e 25% murino, che si lega 

con elevata affinità al TNF-α umano. È stata confermata la sua efficacia attraverso studi clinici 

randomizzati che hanno evidenziato la sua capacità di indurre e mantenere la remissione della 

malattia di Chron. Rappresenta una valida opzione nel trattamento della colite ulcerosa allo 

stato medio-grave, resistente al trattamento orale con mesalazina o corticosteroidi. Va 

considerato che la terapia con Infliximab può causare gravi reazioni epatiche, per cui viene 

eseguito un monitoraggio periodico degli enzimi epatici; può inoltre causare scompensi cardiaci 

nei pazienti cardiopatici. 

Adalimumab è un anticorpo IgG anti-TNF monoclonale completamente umano: forma 

complessi con il TNF-α solubile e previene la sua interazione con i recettori presenti sulla 

superficie cellulare, con riduzione della funzionalità dei macrofagi e dei linfociti T.  

Certolizumab pegol è invece un anticorpo monoclonale anti-TNF peghilato che può essere usato 

nella malattia di Chron. 

 La terapia anti TNF porta a una guarigione della mucosa danneggiata, riduce il tempo di 

ospedalizzazione e gli interventi chirurgici, migliorando la qualità della vita del paziente. I dati 

sulla sicurezza indicano che si verificano infezioni gravi nel 2-4% dei pazienti trattati con la 

terapia anti-TNF, senza una differenza statisticamente significativa rispetto ai controlli. Il 

rischio di rari eventi quali la comparsa di tumori solidi o di linfomi nei pazienti affetti da IBD 

e trattati con la terapia anti-TNF richiederà una maggior durata dei follow-up clinici. 

Attualmente, il rapporto rischio-beneficio della terapia anti-TNF supporta il suo utilizzo in 

corso di IBD («Minerva Gastroenterologica e Dietologica 2010» ). 
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1.2.1.5. IMMUNOMODULATORI  

 

Gli immunomodulatori sono importanti per i pazienti con IBD e includono tiopurina (TP) e 

metotrexato (MTX). È stato dimostrato che riducono la dipendenza da steroidi e mantengono 

la remissione, ma non è chiaro se riducano la necessità di un intervento chirurgico nella CD.  

Nella progressione delle IBD, i linfociti T attivati si infiltrano nel sito infiammatorio della 

mucosa intestinale e producono una varietà di citochine, aggravando l’infiammazione 

intestinale. Le TP, tra cui azatiopirina (AZA) 6-mercaptopurina (MP) e 6-tioguanina (TG) 

potrebbero controllare l’infiammazione intestinale inibendo la proliferazione e l’attivazione dei 

linfociti T. Questi profarmaci 6-TP inattivi vengono metabolizzati in deossi-6-tioguanosina 

fosfato farmacologicamente attivo (deossi-6-TGNP), il quale può interferire con la sintesi del 

DNA e inibire la proliferazione dei linfociti. Inoltre, il 6-TGNP può legarsi a Rac1 per formare 

il complesso 6-TGNP-Rac1, bloccando l’attivazione di Rac1 nei linfociti T e inibendo la 

sopravvivenza e la funzione dei linfociti T stessi. 

È stato dimostrato che l’AZA ha un effetto terapeutico favorevole e similare su CD e UC, 

aiutando a ridurre i tassi di ospedalizzazione e chirurgia dei pazienti con IBD. 

Le TP hanno diversi effetti collaterali negativi, come la soppressione del midollo osseo, il danno 

epatico e l’intolleranza gastrointestinale a reazioni avverse, la maggior parte delle quali si 

verificano entro tre mesi di trattamento; il loro utilizzo è quindi diminuito a causa delle 

preoccupazioni in riferimento a queste razioni (Cai, Wang, e Li 2021). 

 

1.2.2. TRATTAMENTI ALTERNATIVI ALLE TERAPIE CONVENZIONALI  

 

Una delle cause dello sviluppo delle IBD risulta essere una risposta immunitaria squilibrata ai 

microbi, insieme a una compromissione del microbiota intestinale. Probiotici, prebiotici e 

simbiotici vengono dunque utilizzati per andare a ripristinare l’equilibrio microbico intestinale, 

andando a migliorare la funzione di barriera e migliorando la risposta immunitaria locale. 

Dati sperimentali e osservazioni cliniche suggeriscono un ruolo importante della complessa 

flora intestinale nello sviluppo dell’infiammazione della mucosa alla base delle IBD. Ad 

esempio, la deviazione del flusso fecale è associata a un miglioramento distale nei pazienti con 

CD e la recidiva si verifica costantemente al ripristino del flusso fecale. I pazienti con CU 

sottoposti a intervento di anastomosi della tasca ileale-anale possono sviluppare 

un’infiammazione della mucosa dopo la ricolonizzazione batterica della tasca ileale da parte 
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del colon attraverso la stasi fecale. Alcuni microrganismi probiotici della normale microflora 

intestinale come Lactobacillus, Bifidobacterium e Saccharomyces, hanno dimostrato di essere 

efficaci nel mantenimento della remissione della CU, suggerendo un potenziale effetto 

antinfiammatorio (Ott 2004). 

 

1.2.2.1. I PROBIOTICI  

 

I probiotici sono microrganismi vivi che avvantaggiano gli esseri umani promuovendo la salute 

dell’intestino e del sistema immunitario, previa ingestione degli stessi in quantità indicate 

accettabili. I probiotici hanno numerosi effetti benefici, possono ridurre i microrganismi 

dannosi e mantenere l’equilibrio microbico all’interno dell’intestino bloccando il sito di 

adesione, competendo per i nutrienti e uccidendo i microrganismi patogeni. I batteri probiotici 

producono acidi grassi a catena corta (SCFA) e butirrato, abbassando così i livelli di pH nel 

colon e limitando la crescita dei patogeni (Mijan e Lim 2018a; Picardo 2020). 

Diversi studi hanno dimostrato che l’uso di specifici ceppi probiotici, se somministrati in 

adeguate quantità e per un tempo che ne garantisca la colonizzazione, possono avere un effetto 

positivo sull’ospite. Tra i ceppi più utilizzati troviamo lattobacilli e bifidobatteri; in particolare 

i bifidobatteri hanno dimostrato un’importante attività antinfiammatoria modulando NF-kB e 

le citochine pro-infiammatorie, linea di trattamento utile nelle IBD (Sanders 2019). Funzionano 

come agenti antinfiammatori e immunomodulatori: modulano la via di segnalazione NF-kB, 

down-regolano le citochine infiammatorie e l’espressione del recettore Toll-like, sopprimono il 

TNF-α e inducono l’espressione di citochine protettive come IL-10 (Mijan e Lim 2018; Picardo 

2020). 

Lactobacillus e Bifidobacteria sono i due generi più studiati e più efficaci nell’ alleviare 

l’infiammazione gastrointestinale. 
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Figura 10. Batteri presenti nell'intestino umano 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Il Lactobacillus suntoryeus va a sopprimere l’espressione del recettore (TLR) -4 legato a NF-

kB e IL-6 nella colite indotta da TNBS (acido trinitrobenzensolfonico). Anche il 

Bifidobacterium adolesentis IM38 ha alleviato l’infiammazione sottoregolando l’espressione di 

NF-kB e la produzione di lipopolisaccaridi nella colite ulcerosa indotta da dieta ricca di grassi 

nei topi.  

È stato inoltre esaminato l’utilizzo dei probiotici per il trattamento dell’UC da lieve a moderata 

in combinazione con la terapia con 5-ASA. La combinazione di balsalazide a basso dosaggio 

(2,25 g/die) e VSL#3 (contenente tre ceppi di Bifidobacterium, quattro ceppi di Lactobacillus 

e Streptococcus thermophilus) è risultata più efficace della sola balsalazide (4,5 g/die) o della 

sola mesalazina (2,4 g/die).  

Non sono presenti ancora prove chiare a sostegno dei probiotici per l’inibizione o il 

mantenimento della remissione nella malattia di Crohn (Picardo 2020). 
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1.2.2.2. I PREBIOTICI 

 

I prebiotici sono composti alimentari che causano cambiamenti specifici nella combinazione 

e/o nell’ attività del microbiota gastrointestinale, mentre i probiotici sono organismi vivi che se 

somministrati in dosi adeguate conferiscono un beneficio per la salute dell’ospite.  

Polisaccaridi non amidacei (NPS), classificati come fibre alimentari e prebiotici, vengono 

ottenuti da diverse fonti naturali che sono state studiate come terapie contro l’infiammazione e 

altre problematiche immunitarie. I componenti di NPS sono cellulosa, glucomannano, glucano, 

pectina, inulina e oligosaccaridi, e hanno dimostrato funzioni antinfiammatorie e 

immunomodulatorie. La maggior parte dei componenti NPS raggiunge intatta l’intestino crasso, 

dove viene fermentata da batteri probiotici.  

I prebiotici possono modificare la composizione del microbiota intestinale, migliorare le 

funzioni della barriera intestinale e stimolare i microbi del tratto digestivo a produrre benefici 

per l’ospite. I dati sull’ utilizzo dei prebiotici sono tuttavia limitati. Sembra che possano essere 

utili nei pazienti con bassa attività clinica della malattia, o per mantenere la remissione.  

Negli studi clinici i prebiotici che vengono utilizzati sono classi di oligosaccaridi e inulina. Gli 

studi sugli esseri umani con IBD hanno dimostrato che l’uso di buccia di psillio ha alleviato i 

sintomi gastrointestinali nei pazienti con CU in remissione. 

In Giappone sono stati condotti diversi studi clinici per trattare l’UC con cibo d’orzo germinato 

(GBF), prodotto composti principalmente da fibre alimentari e proteine ricche di glutammina. 

È stato dimostrato che GBF può ridurre l’attività clinica nei pazienti con CU da lieve a moderata 

e sembra essere una terapia efficacie per il mantenimento della remissione in questi pazienti 

(Akutko e Stawarski 2021). 

Il glucomannano di Konjac è un polisaccaride di origine vegetale usato per trattare i disturbi 

infiammatori gastrointestinali.  In uno studio è stata valutata l’integrazione con konjac 

glucomannano idrolizzato per quattrodici giorni a pazienti con IBD, e si è notato un 

miglioramento del movimento intestinale, costanza fecale, riduzione del dolore, oltre che un 

miglioramento nello stile di vita in generale (Mijan e Lim 2018). 

Oltre ai composti citati vi sono diversi estratti di origine vegetale che possiedono forti effetti 

terapeutici contro le IBD: le attività antinfiammatorie di questi estratti derivano principalmente 

dalla loro capacità di modulare le citochine infiammatorie. Per questo motivo si assiste ad un 

crescente interesse nello sviluppo di una terapia IBD efficace basata su estratti vegetali (Mijan 

e Lim 2018). 
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Il resveratrolo è un importante polifenolo che si trova abbondantemente nelle arachidi, nei frutti 

di bosco e nell'uva rossa; esso modula i processi ossidativi e le vie infiammatorie. Uno studio 

controllato randomizzato ha rivelato che i pazienti con UC integrati con resveratrolo avevano 

un'infiammazione inferiore e livelli ridotti di TNF-α e NF-kB rispetto al gruppo placebo. 

L’Aloe vera (L.) Burm.f. è una pianta tropicale 

contenente un'abbondanza di sostanze fitochimiche, tra 

cui mannani acetilati, polimannani, antrachinone C-

glicosidi, antroni, antrachinoni (emodina) e lectine. È 

uno dei rimedi naturali più comuni utilizzati dai pazienti 

con IBD. È stato riportato che ha effetti antiulcera e 

immunomodulatori. Essa è stata studiata in un modello 

animale di colite ed è stato dimostrato che una 

preparazione di gel di aloe vera migliora il danno tissutale del colon nella colite indotta da DSS 

(destrano sodio solfato) nei ratti, abbassando i mediatori dell'infiammazione (TNF-α) e 

attenuando il reclutamento delle cellule immunitarie (Triantafyllidi 2015; Picardo 2020). 

 

1.2.2.3. I SIMBIOTICI  

 

Sono la combinazione sinergica di probiotici e prebiotici che si può trovare in alcuni alimenti, 

farmaci e integratori. Il termine simbiotico si riferisce al sinergismo, quindi deve essere 

riservato solo ai prodotti in cui il composto prebiotico favorisce selettivamente l’organismo 

probiotico. I simbiotici sono stati sviluppati per superare le potenziali difficoltà di 

sopravvivenza dei probiotici, soprattutto durante il passaggio nel tratto gastrointestinale 

superiore. L’utilizzo di un simbiotico serve a contribuire a un impianto più efficace di un 

probiotico nel colon e a promuovere la crescita di ceppi probiotici (Akutko e Stawarski 2021). 

 

 

 

 

 

Figura 11. Aloe vera (L.)  
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2. OBIETTIVI  
 

Gli studi effettuati in questo progetto di tesi sono stati condotti nel laboratorio della Prof.ssa 

Monica Montopoli (D.S.F., Università degli studi di Padova) al fine di valutare potenziali effetti 

di sostanze di origine naturale nella modulazione di parametri di funzionalità intestinale in vitro, 

in condizioni normali e in presenza di stimoli infiammatori indotti. Il modello cellulare usato è 

basato sulla linea cellulare Caco-2, isolate da un adenocarcinoma colorettale umano e in grado, 

dopo differenziamento, di mimare sia per morfologia che per funzionalità, l’epitelio intestinale 

in vivo.  

L’obiettivo di questo lavoro è stato quello di studiare l’attività di una combinazione di probiotici 

e sostanze naturali a diverse concentrazioni di impiego su modello cellulare Caco-2. Per motivi 

di segretezza il prodotto utilizzato verrà riportato con la sigla C. In particolare, è stata valutata 

la citotossicità di tale prodotto mediante uno screening a diverse concentrazioni dello stesso e 

l’impiego del Crystal Violet Assay. 

Una volta selezionate le concentrazioni opportune, lo studio è proseguito andando a valutare il 

potenziale effetto protettivo di C sull’ integrità e la funzione della barriera intestinale, in basale 

e sotto stress infiammatorio (TNF-α/IFN-γ e LPS), mediante la misurazione della resistenza 

elettrica transepiteliale (TEER). 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



29 
 

Figura 12. Cellule Caco-2 in coltura 

3. MATERIALI E METODI  
 

3.1 COLTURE CELLULARI  

 

Negli anni '70 sono state stabilite diverse linee di cellule epiteliali da tumori gastrointestinali 

utili nella sperimentazione e ricerca preclinica: lo scopo principale, tuttora, consiste nello studio 

dei meccanismi alla base del cancro. A causa dell'eterogeneità delle cellule epiteliali intestinali 

primarie sia in termini di morfologia che di funzione, vale a dire enterociti dell'intestino tenue, 

cellule caliciformi, cellule enteroendocrine, cellule di Paneth e cellule M, si è reso necessario 

differenziare le cellule tumorali in tipi cellulari più specializzati. Molte delle linee cellulari sono 

solo parzialmente differenziate mediante l'aggiunta di fattori sintetici o biologici al terreno. Tra 

le diverse linee cellulari, le Caco-2 (derivate da adenocarcinoma colorettale umano) 

rappresentano l’unico modello in grado di differenziarsi spontaneamente una volta raggiunta la 

confluenza cellulare. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I primi studi hanno rivelato che le cellule Caco-2 differenziate esprimono diverse proprietà 

morfologiche e funzionali caratteristiche degli enterociti dell'intestino tenue, e raggiunta la 

confluenza cellulare iniziano a polarizzarsi, acquisendo un bordo apicale che presenta microvilli 

(Lea 2015). 

È stato accuratamente documentato che i monostrati polarizzati di Caco-2 rappresentano un 

correlato affidabile per gli studi sull’ assorbimento di farmaci e di altri composti dopo 
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l’assunzione orale nell’uomo (Sun 2008). La linea cellulare Caco-2 cresce in adesione e viene 

mantenuta in coltura con medium DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, Gibco) 

addizionato con 10% di FBS (Fetal Bovine Serum, Lonza), 1% di L-glutammina e 1% di una 

mix antibiotica (Penicillina/Streptomicina, Lonza). Le colture cellulari sono seminate in flask 

da 25mL e mantenute a una temperatura di 37° C in incubatore, con atmosfera umidificata al 

5% di CO2. La morfologia cellulare e la confluenza vengono monitorate ogni giorno: all’ 80% 

di confluenza, generalmente dopo 4-5 giorni, le cellule vengono lavate con PBS (Phospate 

Buffered Saline, Lonza), staccate successivamente del fondo della flask con 1mL di tripsina e 

incubate nuovamente a 37°C per 5’, al fine di permettere il distaccamento delle cellule dal fondo 

della flask. Una volta che le cellule si sono staccate, la tripsina viene disattivata con 2ml circa 

di terreno DMEM, si procede poi con la semina o il passaggio in una nuova flask. 

 

3.1.1. PRODOTTO C 

 

Nella sperimentazione è stato testato un probiotico multiceppo che per motivi di segretezza 

sperimentale sarà identificato come “prodotto C”. Questo prodotto è formato da una miscela di 

batteri vivi liofilizzati e i ceppi batterici presenti appartengono ai generi Lactobacillus e 

Bifidobacterium. 

 

3.1.2. PARADIGMI INFIAMMATORI: LPS e TNF-α/ γ 

 

LPS è un componente strutturale della membrana esterna dei batteri Gram- negativi. Può 

stimolare il rilascio di interleuchina 8 (IL-8) e altre citochine infiammatorie in vari tipi di 

cellule, portando a una risposta infiammatoria acuta (Ngkelo 2012). È stato dimostrato come 

LPS sia in grado di incrementare la permeabilità intestinale alterando l’architettura delle tight 

junctions. 

L’IFN-y è un immunoregolatore della risposta cellulo-mediata. Ha un’azione di attivazione 

della presentazione dell’antigene da parte dei macrofagi, aumenta l’attività lisosomiale dei 

macrofagi stessi, incrementa l’attività delle cellule NK, attiva APC e promuove la 

differenziazione dei linfociti T naïve in Th1. 
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TNF-α è una citochina coinvolta nell’ infiammazione sistemica, fa parte delle citochine che 

stimolano la reazione della fase acuta. Viene prodotta principalmente dai macrofagi. È una delle 

prime citochine ad essere rilasciata in seguito ad infezioni batteriche e virali, soprattutto da 

Gram-negativi; è coinvolta nell’attivazione di cellule endoteliali, nei processi di infiammazione 

locale, nell’induzione di proteine della fase acuta e nel meccanismo di insorgenza della febbre. 

 

3.2. SAGGIO DI VITALITÀ CELLULARE (CRYSTAL VIOLET ASSAY) 

 

I saggi cellulari vengono utilizzati nella ricerca biomedica e negli screening per la scoperta di 

nuovi farmaci per quantificare in modo efficiente la citotossicità, l'attività biologica, i 

meccanismi biochimici e le interazioni off-target. Tali saggi hanno il vantaggio di facilitare la 

produzione di dati complessi e biologicamente rilevanti. Rispetto ai test biochimici tradizionali, 

i saggi basati su cellule sono più significativi dal punto di vista fisiologico e consentono di 

valutare le caratteristiche di più composti contemporaneamente. 

Per effettuare il test di vitalità cellulare è stata utilizzata una colorazione con Crystal Violet 

Assay, un colorante trifenilmetano in grado di legare DNA e proteine delle cellule in adesione. 

L’utilizzo del Crystal Violet Assay come colorante cellulare è stato indicato per la prima volta 

negli anni 80 da Robert Koch per visualizzare i bacilli della tubercolosi. Il principio è il seguente 

le cellule aderenti si staccano dalle piastre di coltura cellulare durante la morte cellulare, e 

questa caratteristica può essere utilizzata per la quantificazione indiretta della morte cellulare, 

per determinare le differenze nella proliferazione dopo trattamento con agenti che inducono 

citotossicità. Il colorante Crystal Violet Assay si va a legare al fondo del pozzetto in maniera 

proporzionale alla quantità di DNA presente sul fondo dello stesso, rendendo possibile la sua 

quantificazione. 

Il test di vitalità Crystal Violet Assay è stato effettuato seminando le cellule Caco-2 a una 

densità di 5000 cellule/ pozzetto in piastre da 96 pozzetti, dopo il raggiungimento di una 

confluenza dell’80% in flask. Le piastre, dopo la semina vengono poste in incubatore per 24 

ore alla temperatura di 37°C (5% CO2). Successivamente, il terreno dei pozzetti viene sostituito 

con le diverse concentrazioni del prodotto da testare e le piastre vengono nuovamente incubate 

per 48 ore. Trascorso il tempo stabilito la piastra viene aspirata, e si procede con 3 lavaggi di 

PBS e il fissaggio cellulare con una soluzione di paraformaldeide (PFA) al 4% in PBS per 15 
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minuti a temperatura ambiente al riparo dalla luce. In seguito, si effettuano 3 lavaggi con PBS, 

si aggiungono 50μL di Crystal Violet Assay e si lascia agire il colorante per 20 minuti. 

Terminato il tempo necessario al Crystal Violet Assay per legare il DNA e le proteine, il 

colorante viene aspirato, si effettuano 3 lavaggi con acqua bidistillata (non è necessaria la 

sterilità) e si solubilizza il Crystal Violet in 200μL di acido acetico all’1% in acqua; si pone 

quindi la piastra su agitatore di piastre per 30 minuti. Si esegue infine la lettura di assorbanza 

con uno spettrofotometro (MultilabelPlate Reader VICTOR TM X3 2030).  

3.3. MISURAZIONE DELLA RESISTENZA ELETTRICA 

TRANSEPITELIALE – TEER 

 

         

 

       

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura13.  La figura mostra l'unità Millicell ERS-2 con un elettrodo a bacchetta STX (13b). A sinistra (13a), una 

rappresentazione dell'elettrodo posizionato in un inserto di coltura tissutale. Si noti che la punta più corta 

dell'elettrodo non deve essere in contatto con lo strato cellulare, mentre la punta lunga deve toccare appena il 

fondo della camera esterna (Lea 2015) 

 

Le misurazioni della resistenza elettrica transepiteliale (TEER) sono un approccio tecnico 

standard per valutare le proprietà e la dinamica della barriera di diversi modelli di coltura 

cellulare in vitro.  

La TEER offre l'opportunità di monitorare l'omeostasi fisiologica e le condizioni patologiche 

in vitro in tempo reale e in modo non invasivo (Felix et al. 2021).  

Le cellule Caco-2 vengono seminate su inserti transwell in una piastra da 24 pozzetti (Transwell 

BD Falcon TM): ogni pozzetto viene così suddiviso in due camere, una apicale e una 

basolaterale, separate da una membrana in poliestere con pori di 0.4μm, sulla quale viene fatto 

crescere il monostrato cellulare. Le cellule sono seminate ad una densità di 150000 

cellule/pozzetto; i volumi di riempimento sono 500μl (di terreno DMEM) nella camera apicale 

e 750μl (dello stesso terreno di coltura) nella camera basolaterale. Le cellule vengono poi 

mantenute in incubatore a 37° C al 5% di CO2, per favorire il raggiungimento della confluenza. 
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Ogni 3 giorni viene aspirato il terreno nella piastra, si lava poi con PBS e si pone nuovamente 

terreno fresco completo, sia nel lato apicale (500μl) che nel lato basolaterale (750μl). L’integrità 

delle cellule viene monitorata mediante la misura della resistenza elettrica trans-epiteliale del 

monolayer a confluenza dal 14° al 20° giorno dalla semina utilizzando un voltometro.  

Questo strumento è dotato di una coppia di elettrodi a bacchetta perfettamente inseribili nelle 

due camere originate dal transwell (un elettrodo viene inserito nella camera apicale mentre 

l’altro in quella basolaterale): si applica una differenza di potenziale di 3mV e si misura la 

resistenza che il monostrato cellulare oppone al passaggio di corrente. Lo strumento fornisce 

direttamente i valori della resistenza in ohm, e questi ultimi vanno rapportati all’area del 

pozzetto. Le misurazioni TEER vengono eseguite in HBSS (Hanks’Balanced Salt Solution, 

Lonza), questo perché il terreno cellulare come tale potrebbe influire sulle misurazioni.  

Attraverso il saggio di vitalità cellulare sono state selezionate due concentrazioni di prodotto 

non citotossiche: 10x104 CFU/mL e 10x105 CFU/mL, utilizzate per il pretrattamento 

nell’esperimento di TEER: si pongono 500μl di prodotto in terreno DMEM nella camera 

apicale, e 750μl di solo terreno DMEM nella camera basolaterale. Passate le 24 ore si procede 

trattando le cellule con i differenti stimoli infiammatori:750μl di LPS 250µg/mL, e 

l’associazione IFN-γ/TNF-α 10ng/mL in terreno DMEM, vengono applicati nella camera 

basolaterale, mentre nella camera apicale vengono nuovamente aggiunti 500μl il probiotico, 

previo washout. 

Vengono quindi eseguite le misurazioni di TEER a tempi prestabiliti: 1 ora, 3 ore, 6 ore,21 ore, 

24 ore osservandone i cambiamenti. La TEER è stata espressa come percentuale di resistenza 

normalizzata al valore iniziale (t0). 

 

 

3.4. SAGGIO DI PERMEABILITA’ PARACELLULARE 

 

Le tight junctions regolano la diffusione passiva di sostanze mediante gli spazi paracellulari tra 

le cellule epiteliali, e questo processo può essere compromesso nel momento in cui il tessuto 

epiteliale risulta danneggiato (Srinivasan et al. 2015) 

La permeabilità del monostrato di Caco-2 in transwell dopo il trattamento con stimoli 

infiammatori (LPS e INF- γ in associazione con TNF-α), è stata valutata tramite il passaggio 
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per via paracellulare della sonda isotiocianato di fluoresceina dal compartimento apicale a 

quello basolaterale. 

Il saggio è stato svolto terminata l’ultima misurazione di TEER a 24 ore dal trattamento con gli 

stimoli infiammatori. Nella camera apicale di ciascun pozzetto, vengo aggiunti 15μl di 

isotiocianato di fluoresceina 0.01mM e la piastra è poi posta in incubatore a 37° C per 30 minuti. 

Trascorso il tempo necessario, si prelevano 200μl dalla camera basolaterale di ogni pozzetto e 

si trasferiscono in una piastra nera da 96 pozzetti per poter misurare la quantità di fluoresceina 

permeata. Si utilizza il Multilabel Plate Reader VICTOR™ X3 2030 (PerkinElmer, USA) (λ= 

530nm). 
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Figura 14. Effetto delle concentrazioni 10x103, 10x104, 10x105, 10x106, 10x107, 10x108 CFU/mL del prodotto 

C sulla vitalità della linea cellulare Caco-2 dopo 48h di trattamento. I valori risultano espressi come media 

percentuale di Abs ± SEM rispetto al controllo, ottenuti da 3 esperimenti indipendenti. ****p<0.0001 trattato 

vs controllo. 

 

4. RISULTATI  

 

4.1. SAGGIO DI VITALITA’ CELLULARE 

 

I primi studi di questo progetto di tesi si sono concentrati sulla valutazione in vitro dell’effetto 

del prodotto C sulla vitalità della linea Caco-2 mediante l’impiego del test colorimetrico Crystal 

Violet.  

Le cellule Caco-2 sono state trattate con concentrazioni di probiotico crescenti e la citotossicità 

è stata valutata dopo 48 ore di trattamento. Le varie concentrazioni testate sono state preparate 

da una soluzione madre di 10x109 CFU/mL in terreno DMEM, e successivamente sono state 

preparate delle diluizioni in serie in modo tale da ottenere le seguenti concentrazioni: 10x108 

CFU/mL, 10x107 CFU/mL, 10x106 CFU/mL, 10x105 CFU/mL, 10x104 CFU/mL e 10x103 

CFU/mL.  

 

       

 

 

 

 

 

 

 

 

Dalla Fig.14 è possibile notare come la vitalità cellulare non risulti significativamente alterata 

fino alla concentrazione massima di 10x106 CFU/mL. L’effetto citotossico del probiotico si 

manifesta alle concentrazioni più elevate, rispettivamente 10x107 e 10x108 CFU/mL. Tali 

concentrazioni riducono la vitalità cellulare rispetto al controllo in modo significativo a 48 ore 
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Figura 15a. Effetto di LPS (250 μg/mL), e TNFα (10 ng/mL) e IFN-γ (10 ng/mL) sull’integrità della 

barriera dell’epitelio intestinale per 24 ore di trattamento. I dati sono espressi come % TEER 

rispetto al valore basale (t0) ± SEM, ottenuti da 3 esperimenti indipendenti. * p<0.05, ***p<0.001, 

****p<0.0001 trattato vs controllo 

di trattamento. Alla luce di questi risultati, per gli esperimenti successivi sono state selezionate 

le concentrazioni di 10x104 e 10x105 CFU/mL, non citotossiche. 

 

4.2. MISURAZIONE DELLA RESISTENZA ELETTRICA 

TRANSEPITELIALE – TEER 

 

Nella Fig.15a viene rappresentato come, rispetto al controllo, il trattamento con LPS 

(250μg/ml) riduca significativamente la TEER già dopo 3 ore, e come la riduzione aumenti col 

passare del tempo. Anche l’associazione TNFα (10ng/mL) e IFN-γ (10ng/mL) comporta una 

tendenza alla diminuzione della TEER rispetto al controllo significativa a 21 ore. Una 

diminuzione dei valori di TEER è indice di un’aumentata permeabilità intestinale e quindi della 

presenza di un danno al monolayer cellulare. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Per quanto riguarda le misurazioni della TEER in presenza del prodotto, entrambe le 

concentrazioni testate (10x104 e 10x105 CFU/mL), rispetto al controllo, portano ad un 

aumento dei valori TEER, significativo ad ogni timepoint alla concentrazione di prodotto più 

elevata (Fig.15b). 
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Figura 15b. Effetto del prodotto C 10x104 e 10x105 CFU/mL sull’integrità della barriera 

dell’epitelio intestinale per 24 ore di trattamento. I dati sono espressi come % TEER rispetto 

al valore basale (t0) ± SEM, ottenuti da 3 esperimenti indipendenti. * p<0.05, **p<0.01, 

***p<0.001 trattato vs controllo. 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

In Fig.16 è possibile osservare gli effetti sulla TEER dati dalle associazioni tra il prodotto C e 

i differenti stimoli infiammatori. Le cellule Caco-2 pretrattate con il probiotico per 24h, e in 

seguito stimolate con gli agenti infiammatori, mostrano valori di TEER più alti se confrontati 

con il solo LPS o TNF α/IFN-γ.  In particolare, il mix di probiotici alla concentrazione 10x104 

CFU/mL permette un mantenimento della TEER rispetto al solo TNF-α/IFN-γ: l’aumento di 

TEER è significativo a 21 ore di trattamento, rispetto allo stimolo infiammatorio. Allo stesso 

modo, il prodotto C alla concentrazione di 10x104 CFU/mL in presenza di LPS porta 

all’aumento della TEER a tutte le tempistiche rispetto a quanto misurato nelle cellule trattate 

con solo LPS.  Quest’aumento positivo può essere interpretato come potenziale effetto 

protettivo fornito dal probiotico multiceppo.  
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Figura 16. 

a) Effetto di TNFα (10 ng/mL) e IFN-γ (10 ng/mL), prodotto C (10x104 e 10x105 CFU/mL) e relative 

associazioni sull’integrità della barriera dell’epitelio intestinale dopo 24 ore di trattamento. 

b) Effetto di LPS (250 μg/mL), prodotto C (10x104 e 10x105 CFU/mL) e relative associazioni 

sull’integrità della barriera dell’epitelio intestinale dopo 24 ore di trattamento. I dati sono espressi come 

% TEER rispetto al valore basale (t0) ± SEM, ottenuti da 3 esperimenti indipendenti. *p<0.05, 

**p<0.01, ***p<0.001 trattato vs controllo; #p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001 trattato vs 

infiammazione. 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

  

 

 

 

4.3. PERMEABILITA’ CELLULARE  

 

L’alterazione dell’integrità dei monostrati di cellule Caco-2 viene valutata attraverso la 

misurazione del flusso paracellulare unidirezionale della sonda fluoresceina isotiocianato 

attraverso il monostrato. 

Dopo aver effettuato tutte le misurazioni TEER, nella camera apicale di ogni pozzetto si 

aggiunge la fluoresceina e, trascorsi 30 minuti come indicato nel protocollo, viene effettuata la 

misurazione dell’intensità di fluorescenza della sonda permeata nella camera basale mediante 

spettrofotometro. L’intensità di fluorescenza della sonda è direttamente proporzionale al livello 

di permeabilità, e quindi di danno, del monostrato cellulare.  

Nei grafici della Fig.17 è possibile osservare come tra i vari stimoli infiammatori, solo LPS 

250μg/mL alteri in maniera significativa la permeabilità paracellulare rispetto al controllo, 

indice di maggiore capacità di indurre danno ai monostrati. 

Il trattamento con il prodotto C, ad entrambe le concentrazioni di 10x104 e 10x105 CFU/mL, 

non altera la permeabilità dei monostrati cellulari (Fig.17a). Per quanto riguarda le associazioni 

tra probiotico e LPS (250μg/mL), e tra probiotico e TNF-α/IFN-γ (10ng/mL), esse mostrano 
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Figura 17a) Effetto del prodotto C (10x104 e 10x105 CFU/mL) sulla 

permeabilità paracellulare. I dati sono espressi come rapporto rispetto 

al controllo e sono la media ± SEM di 3 esperimenti indipendenti. ** 

p<0.01 trattato vs controllo. 

una tendenza alla riduzione di permeabilità rispetto alla sola infiammazione, anche se non 

significativa (Fig.17b-c) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Figura 17b) Effetto di LPS (250 μg/mL) e delle associazioni con prodotto C c) Effetto di TNF-α (10 ng/mL) + 

IFN-γ (10ng/mL) e delle associazioni con prodotto C, sulla permeabilità paracellulare. I dati sono espressi come 

rapporto rispetto al controllo e sono la media ± SEM di 3 esperimenti indipendenti. ** p<0.01 trattato vs controllo. 
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5. DISCUSSIONE 
 

La barriera della mucosa intestinale, nota come barriera intestinale, è una struttura 

selettivamente permeabile che garantisce l’assorbimento di acqua, elettroliti e nutrienti 

essenziali dal lume intestinale alla circolazione sistemica. Oltre a questo ruolo, la barriera 

intestinale media le interazioni tra il microbiota intestinale commensale e l’immunità 

dell’ospite, e costituisce una prima linea di difesa contro gli antigeni patogeni intraluminali e i 

microrganismi potenzialmente dannosi. La barriera intestinale è composta da vari elementi che 

aiutano nella sua funzione di confine di difesa fisica e immunologica (Takiishi, Fenero, e 

Câmara 2017).  

La capacità di regolare i processi fisiologici che si verificano nell’ intestino per mantenere gli 

stati interni stabili ed equilibrati, nota anche come omeostasi intestinale, dipende da complesse 

interazioni tra il microbiota, l’epitelio intestinale e il sistema immunitario dell’ospite. In 

particolare, le cellule epiteliali intestinali (IEC) fungono da sensori di prima linea per gli 

incontri microbici e la loro iporeattività è assicurata dal sistema immunitario innato dell’ospite 

che può discriminare tra segnali derivati da batteri commensali o patogeni.  

Il mantenimento dell’omeostasi intestinale richiede anche l’integrità strutturale dell’epitelio 

intestinale, che è assicurata da complessi proteici giunzionali (cioè giunzioni strette, giunzioni 

aderenti e desmosomi) che regolano finemente la permeabilità intestinale e sigillano le cellule 

epiteliali adiacenti (Stolfi et al. 2022). 

La disfunzione dell’integrità di barriera, dovuta a difetti nell’architettura delle tight junctions, 

(per ridotta espressione e traslocazione delle stesse), e/o all’alterazione delle funzioni delle 

cellule che compongono l’epitelio, possono portare ad un aumento della permeabilità intestinale 

con disbiosi e invasione da parte di agenti patogeni. Grazie a numerosi studi è stato reso sempre 

più evidente il legame tra disbiosi, disfunzione della barriera intestinale e alterata permeabilità 

intestinale come fattori eziologici dell’insorgenza di patologie, come le malattie infiammatorie 

croniche intestinali (IBD) la celiachia, la sindrome dell’intestino irritabile, il cancro del colon- 

retto, il diabete (Stolfi et al. 2022). 

Le malattie infiammatorie intestinali (IBD) sono caratterizzate da ripetuti episodi infiammatori 

del tratto gastrointestinale causati da una risposta non fisiologica della microflora intestinale. 

Le IBD comprendono diverse patologie, tra cui il morbo di Crohn (CD) e la colite ulcerosa 

(CU), che si distinguono tra loro per la posizione e la profondità del coinvolgimento nella parete 

intestinale.  
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Oltre al tratto gastrointestinale, le IBD possono comportare manifestazioni extraintestinali 

(EIM) più o meno gravi. Le malattie infiammatorie intestinali possono verificarsi in individui 

geneticamente suscettibili dopo una risposta immunitaria inappropriata della flora intestinale 

nei confronti di vari tipi di stimoli. L’eziologia di queste patologie è ancora oggi sconosciuta in 

quanto sono state riscontrate molte cause di IBD, ma nessuna è universalmente presente in tutti 

i pazienti. Le IBD si manifestano in prevalenza nei pazienti giovani e sono malattie croniche, 

ovvero persistono per tutta la vita del paziente provocando un peggioramento della qualità di 

vita. Inoltre, le IBD comportano un carico psicologico non indifferente; infatti, molti pazienti 

sviluppano depressione e ansia. I trattamenti tradizionali utilizzati mirano alla remissione delle 

IBD e generalmente sono impiegati aminosalicilati, corticosteroidi o immunomodulatori come 

anticorpi monoclonali anti-TNF-α. Non essendo molto chiare le cause di insorgenza delle IBD, 

questi trattamenti risultano aspecifici e in alcuni casi inefficaci; inoltre, l’impiego di questi 

farmaci tradizionali provoca lo sviluppo di gravi e numerosi effetti collaterali. Per questi motivi 

si avverte sempre più l’esigenza dello sviluppo di terapie alternative basate su sostanze naturali 

potenzialmente efficaci e sicure. 

Negli ultimi anni, sono emerse numerose evidenze riguardanti l’importanza dei probiotici. Essi, 

possono essere considerati dei “potenziatori di barriera”, influenzando positivamente la 

composizione del microbiota e lo stato metabolico delle cellule epiteliali intestinali. L’OMS 

definisce i probiotici come “microrganismi vivi che se somministrati in quantità adeguata, 

apportano benefici alla salute dell’ospite” e sono ritenuti una buona strategia per prevenire e/o 

trattare la disfunzione della barriera intestinale. 

L’obiettivo della tesi è stato quello di testare la sicurezza e l’efficacia di un mix di probiotici e 

sostanze di origine naturale, utili in eventuale ottica di terapia coadiuvante ai farmaci 

tradizionali, che comporti potenzialmente beneficio e una riduzione dell’infiammazione 

intestinale e degli effetti collaterali associati alle terapie consuete. 

In questo studio è stato analizzato l’effetto protettivo del prodotto C a diverse concentrazioni 

d’impiego (C10x104 e C10x105 CFU/mL) sui danni indotti alla funzione di barriera intestinale 

per mezzo di stimoli infiammatori quali LPS 250μg/mL e TNF-α/IFN-γ, entrambi 10ng/mL. 

Inizialmente è stata valutata la citotossicità del prodotto C sui monostrati cellulari, per 

individuare concentrazioni utili al proseguimento delle analisi: i risultati ottenuti hanno 

permesso di escludere le concentrazioni che provocano una riduzione della vitalità cellulare e 

di mantenere solo quelle che non causano effetti citotossici significativi. 

Successivamente, i monostrati di cellule Caco-2 sono stati trattati con LPS e con 

un’associazione IFN-γ/TNF-α, separatamente, per indurre infiammazione e valutarne gli effetti. 
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L’integrità e la funzione di barriera dei monostrati cellulari sono state valutate attraverso 

misurazioni della resistenza elettrica transepiteliale a tempi prestabiliti. La TEER è considerata 

una delle tecniche specifiche e sensibili per valutare alterazioni della barriera epiteliale 

(Catanzaro et al. 2015).  

Tra i due stimoli infiammatori usati, LPS ha dimostrato una maggior capacità di indurre un 

danno infiammatorio rispetto a IFN-γ/TNF-α, come confermato dai valori di TEER più bassi 

già dopo 3 ore di incubazione. Questi risultati confermano ciò che è stato riportato in diversi 

studi, vale a dire l’alterazione dell’integrità del monostrato cellulare e quindi anche della sua 

funzione di barriera indotta da LPS. 

Dopo aver confermato il danno indotto da LPS e da IFN-γ/TNF-α, si è testato l’effetto protettivo 

esercitato dal mix di probiotici. I monostrati Caco-2 sono stati pretrattati con il prodotto C per 

24 ore e successivamente trattati con gli stimoli infiammatori LPS e IFN-γ/TNF-α. I risultati 

ottenuti dimostrano come la formulazione C, contenente una combinazione di Lactobacilli e 

Bifidobacteria, ha preservato l’integrità del monostrato dal danno causato dagli stimoli 

infiammatori, in particolare da LPS: le misurazioni TEER, infatti, si sono rivelate più alte 

rispetto allo stimolo infiammatorio. Inoltre, dai saggi di permeabilità paracellulare non si 

evincono differenze significative delle associazioni tra stimolo infiammatorio e prodotto C 

rispetto al controllo; si ha anzi una tendenza ad una riduzione della permeabilità paracellulare 

data dal prodotto C alla concentrazione più elevata rispetto alla sola infiammazione, indice di 

una protezione all’ integrità del monostrato cellulare fornita dal prodotto. 

La rigenerazione della barriera mucosale danneggiata a seguito di una perturbazione 

infiammatoria, nonchè il ripristino dell’omeostasi intestinale, è sempre stato considerato un 

approccio terapeutico promettente per il trattamento di molteplici malattie in cui la permeabilità 

intestinale risulta alterata come nelle IBD. La formulazione probiotica multiceppo testata in 

questo progetto di tesi ha dimostrato di poter ridurre il danno infiammatorio fornendo punti di 

riflessione sui meccanismi con cui i probiotici sono in grado di prevenire l’alterazione della 

barriera epiteliale intestinale. 

I prodotti naturali sono presi in maggior considerazione perché spesso dimostrano una certa 

efficacia nel tempo e sembrano comportare meno effetti collaterali rispetto alle terapie 

tradizionali. Tuttavia, non si comprende chiaramente il meccanismo d’azione di tali sostanze e 

non sono note tutte le possibili interazioni con altri farmaci assunti dal paziente, dunque non si 

può prevedere con assoluta certezza se un prodotto di origine naturale è in grado di portare un 

beneficio privo di rischi. 
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