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CAPITOLO 1.

ALIMENTAZIONE ANIMALE E MECCANISMI DI

CONTROLLO DELL’APPETITO

1.1. ASPETTI GENERALI ED IMPORTANZA

DELL’ALIMENTAZIONE DEGLI ANIMALI DOMESTICI

E’ stato opportunamente rilevato, come necessaria premessa
allo studio dei fenomeni della nutrizione, che vi sono tre aspetti
dominanti nel comportamento di tutti gli animali superiori, uomo
compreso: la ricerca del cibo, listinto di conservazione, che si
manifesta con i piu svariati meccanismi di difesa, e l'attrazione
sessuale. Di questi il pin importante € sicuramente il primo, in
quanto condiziona, ovviamente, sia la conservazione della vita che la
riproduzione della specie. In effetti, secondo wun postulato
fondamentale della biologia moderna, l'organismo animale, quale ci
appare nel complesso dei suoi caratteri, ¢ il risultato dell'interazione
tra i fattori intrinseci di sviluppo, a loro volta determinati
dall'informazione genetica avuta in eredita dall'individuo, e le
molteplici influenze dell'lambiente fisico ed ecologico nel quale
I'animale nasce, cresce e compie il proprio ciclo vitale. Di tutti i fattori
ambientali la disponibilita e la qualita del cibo assumono un ruolo

prioritario, in quanto esercitano una profonda influenza sia



sull’accrescimento che sulle produzioni dei nostri animali domestici.
Si puo infatti affermare, senza esagerare, che nella maggioranza dei
casi limportanza dell’alimentazione nel determinismo delle
caratteristiche produttive degli animali d’allevamento, € almeno pari a

quella dei fattori genetici e dell’ambiente fisico presi nel loro insieme.
L’'importanza dell’alimentazione nella pratica dell’allevamento e
dello sfruttamento degli animali domestici deve essere considerata,
per poterla comprendere a pieno, da tre punti di vista: come fattore di
esaltazione delle capacita produttive degli animali, come fattore
sanitario e di prevenzione delle malattie, e, non ultimo, come fattore

economico delle produzioni zootecniche.
1) L’alimentazione come fattore di esaltazione delle
capacita produttive degli animali.

L’alimentazione esercita una profonda influenza
sull’accrescimento degli animali, in quanto l'organismo aumenta
di peso e di dimensioni e si sviluppa in senso morfogenetico
proprio in virta dei processi di moltiplicazione e di differenziazione
cellulare che sono il risultato finale dei processi assimilatavi che si
svolgono nelle cellule. Parimenti la secrezione di latte, la
deposizione di grasso e il lavoro muscolare, sono processi
fisiologici che implicano wuna trasformazione materiale ed
energetica delle sostanze nutritive assorbite e trasportate dagli

umori circolanti rispettivamente alla ghiandola mammaria, al



tessuto connettivo e alle fibre muscolari. La maggiore o minore
disponibilita di sostanze nutritive ed i rapporti con i quali queste
si trovano negli alimenti, rappresentano dunque un fattore
essenziale nel determinare lo sviluppo e le produzioni dei nostri
animali. L’altro fattore di base ¢ dato dalla costituzione genetica
dell'individuo, causa prima delle caratteristiche e delle attitudini
funzionali dello stesso. Infatti, animali del tutto simili per
conformazione e per mole possono avere in realta attitudini
eccellenti o mediocri nei riguardi della produzione di latte e della
sua ricchezza in grasso, nella capacita di di ingrassamento e di
utilizzazione degli alimenti, nella potenza muscolare e nella
resistenza al lavoro. Quindi, solo mediante una alimentazione
adeguata ai bisogni nutritivi dell'organismo €& possibile mettere in
evidenza la capacita di accrescimento, di produzione del latte e di
ingrassamento che gli animali possiedono, allo stato potenziale,
nel loro patrimonio genetico.
2) L’alimentazione come fattore sanitario e di
prevenzione delle malattie.

Quando gli animali domestici consumano per periodi di
tempo abbastanza lunghi delle razioni alimentari insufficienti da
un punto di vista quantitativo o deficienti di sostanze essenziali ai
processi nutritivi e metabolici, come nel caso di taluni aminoacidi,

vitamine ed elementi minerali, si manifestano turbamenti



funzionali ed alterazioni dello stato di salute che possono limitarsi,
nei casi “lievi”, ad wuna riduzione pit o meno marcata
dell’accrescimento, della attivita produttive e delle capacita
riproduttive, o determinare nelle forme gravi la comparsa di
sindromi cliniche e/o di vere e proprie malattie. L’alimentazione ¢
concordemente riconosciuta come fattore di grande importanza nel
determinismo del grado di resistenza dell’organismo di fronte alle
cause patogene in generale, sia nel caso di agenti infettivi (batteri
e virus) che di agenti fisico-ambientali stressanti. Infatti, una
deficiente difesa immunitaria dell’'organismo che consegue ad uno
stato di iponutrizione cronica od a carenze vitaminiche e minerali,
rappresenta l'elemento predisponente all'insorgere di gravi
malattie infettive, di cui la vecchia medicina considerava solo
I'aspetto batteriologico.

3) L’alimentazione come fattore economico delle

produzioni zootecniche.

Le precedenti considerazioni sulle perdite di prodotti e sullo
sciupio di alimenti causato dall'impiego di razioni deficienti dal
lato qualitativo, quantitativo o sotto entrambi gli aspetti, fanno
agevolmente comprendere quale sia l'importanza del fattore
alimentare nella economia delle produzioni animali. Queste sono,
pur nella estrema varieta dei tipi, delle trasformazioni di materie

prime non utilizzabili direttamente dall'uomo (foraggi e mangimi)
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in derrate alimentari. Ovviamente il prezzo di trasformazione dei
foraggi, che risulta dal bilancio tra i prodotti ottenuti dagli animali
e le spese relative, ¢ tanto maggiore quanto piu piccola ¢ la
quantita di foraggio consumato dagli animali. Quindi, il successo
economico di un allevamento animale ¢ strettamente dipendente
dal rendimento di trasformazione dei foraggi e dei mangimi in
carne, latte etc. e non meno dal costo di produzione o di acquisto
di questi alimenti. Percio, ¢ indispensabile esaltare la capacita di
utilizzazione alimentare degli animali, cioé il loro rendimento in
carne, latte o altri prodotti, in modo da ottenere il reddito globale
piu elevato da una medesima quantita di foraggi e/o di mangimi
prodotti in allevamento. Tutti i mezzi tecnici che mirano al
miglioramento delle razze e delle popolazioni animali attraverso la
selezione e gli altri metodi di riproduzione, le cure di allevamento e
I'alimentazione, tendono in definitiva a questo fondamentale scopo
economico. Non € compito agevole, anche con l'impiego di idonei
mezzi di indagine, precisare il contributo del miglioramento
genetico, dei sistemi d’allevamento e sfruttamento e della
alimentazione; ma non vi € dubbio che questo ultimo fattore sia
preminente in molte situazioni. Senza svalutare i grandi progressi
apportati dalla selezione e dagli altri metodi di miglioramento
genetico degli animali, bisogna riconoscere che i benefici che si

ottengono mediante una alimentazione razionale degli animali
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sono di rapida realizzazione e di notevole evidenza, per cui risulta
di fondamentale importanza la comprensione dei meccanismi che
presiedono al controllo dell’assunzione di cibo e dell'incremento

ponderale negli allevamenti intensivi.
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1.2. MECCANISMI DI CONTROLLO DELL’APPETITO E

DEL PESO CORPOREO

Molteplici, complessi ed ancora non del tutto chiari sono i
meccanismi che presiedono al controllo dell’assunzione di cibo negli
animali e che, di conseguenza, risultano implicati nella regolazione
dell'omeostasi energetica e del peso corporeo.

Schematicamente ¢ possibile distinguere tre livelli di controllo
dell’appetito:
1°) comportamentale e psicologico;
2°) fisiologico e biochimico;
3°) cerebrale.

Al primo livello appartengono gli eccitanti psicosensoriali come
il colore, l'odore, la consistenza e l'appetibilita di un alimento, ma
anche fattori pit strettamente correlati alllambiente come le
condizioni climatiche, la disponibilita, la qualita e la quantita del
cibo. Successivamente, il modo con cui gli alimenti vengono
assaporati, digeriti e metabolizzati dall’organismo, evoca una serie di
risposte umorali e nervose che nel loro insieme costituiscono il
secondo e il terzo livello (Blundell J.E. and Hill A.J., 1993). E’ proprio
in questo ambito che sono state elaborate numerose teorie al fine di

spiegare gli intimi meccanismi che agiscono sul Sistema Nervoso
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Centrale (SNC) e che contribuiscono al mantenimento di un peso

corporeo stabile.

Meccanismi di controlle dell appetite

2° LIMELLO
FSIOLOGICO E BIOCHIMICO

Afferenze vagali

3° LWELLOC
SISTEMA CENTRALE

Circole sanguigno

I1 modello a cui si fa riferimento attualmente prevede l'esistenza
di un centro superiore di controllo dell’assunzione del cibo localizzato
nell'ipotalamo dei Mammiferi, in grado di integrare i numerosi stimoli
esogeni ed endogeni, originatisi dal comportamento alimentare, e
percio di influenzare il bilancio energetico dell'organismo. Infatti,
nell'ipotalamo sono state ormai individuate delle aree specializzate
costituite da neuroni, associati in determinati nuclei sintetizzanti
neuropeptidi e/o neurotrasmettitori, e da una complessa rete nervosa
che riceve afferenze da regioni visive, limbiche e motorie.

Studi condotti negli anni ‘50 ed inerenti lesioni e stimolazioni
elettriche dei vari nuclei ipotalamici hanno attribuito per la prima

volta al nucleo ventromediale (VMN) il ruolo di “centro della sazieta”
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ed all’area ipotalamica laterale (LH) il ruolo di “centro della fame”
(Stellar E., 1994). Infatti, negli animali da laboratorio la distruzione
del VMN causava iperfagia ed obesita, mentre lesioni dell’ipotalamo
laterale sopprimevano completamente l'istinto della fame e portavano
ad una graduale riduzione del peso corporeo fino al raggiungimento
di uno stato cachettico (Oomura Y., 1980; Bernardis and Bellinger,
1996). Attualmente, pero, anziché imputare il controllo dell’omeostasi
energetica a singoli e specifici nuclei dell'ipotalamo, si ¢ accertato che
contribuiscono a questa regolazione veri e propri circuiti neuronali
includenti non solo molteplici aree ipotalamiche specializzate (nucleo
dorsomediale (DMN), nucleo paraventricolare (PVN), nucleo arcuato
(ARC)), ma anche altri distretti cerebrali (Kalra et al., 1999; Schwartz
et al., 2000). Tra questi vi ¢ il tratto inferiore del tronco encefalico ed,
in particolare, il complesso vagale dorsale, che riceve ed integra le
informazioni in arrivo dagli organi endocrini autonomi periferici e da
diverse aree del SNC. Circuiti neuronali del ponte mesencefalico e del
talamo interpretano poi queste informazioni in rapporto ai segnali
generati dalle proprieta meccaniche dei cibi, rilevate a diversi livelli
del sistema gastrointestinale. L’amigdala e la corteccia frontale sono
responsabili, invece, di funzioni pia elevate che coinvolgono
l'integrazione di informazioni cognitive riguardanti la sensazione di

piacevolezza o di avversita verso il cibo.
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I1 controllo centrale dell’assunzione di cibo non €& pero
sufficiente da solo a giustificare nel tempo il mantenimento di un
peso corporeo stabile. Il peso corporeo, infatti, si mantiene costante
quando l'energia apportata con la dieta ¢ perfettamente bilanciata da
quella spesa per le attivita metaboliche e l'esercizio fisico. Se ne
deduce che esiste un complesso sistema di interazioni tra il centro e
la periferia volto alla regolazione dell'omeostasi energetica. Infatti, al
centro di controllo ormonale superiore pervengono specifici input
provenienti da due principali sistemi periferici (Schwartz et al., 1999;
Mercer e Speakman, 2001). Un sistema periferico a “breve termine”,
anche chiamato “sistema periferico della sazieta”, che invia
all'ipotalamo segnali relativi alla presenza di cibo nel tratto
gastrointestinale e di nutrienti nel circolo sistemico, ed un “sistema
periferico a lungo termine” che fornisce all'ipotalamo informazioni
sulla quantita e sulla consistenza di tessuto adiposo e, soprattutto,

sul bilancio energetico globale dell’organismo.
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I neuroni ipotalamici coinvolti nel controllo dell’appetito
sintetizzano un numero cospicuo di neuropeptidi e/o
neurotrasmettitori in grado di stimolare o inibire I'assunzione di cibo,
a seconda dei casi, interagendo con i segnali provenienti dalla
periferia attraverso le terminazioni nervose afferenti ed il circolo

sistemico.
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CAPITOLO 2.

CONTROLLO CENTRALE DELL’APPETITO.

RUOLO DEI NEUROPEPTIDI IPOTALAMICI

I neuropeptidi elaborati da taluni nuclei ipotalamici e coinvolti
nel controllo dell’assunzione di cibo possono essere distinti, in base
alla azione stimolante od inibente l'appetito, in oressigenici (o
anabolici) ed anoressigenici (o catabolici). Tra i primi € possibile
annoverare: Neuropeptide Y (NPY), Agouti-related protein (AgRP),
Melanin-concentrating hormone (MCH), Galanina (GAL), Orexina A e
Orexina-B. I principali neuropeptidi ad azione anoressizzante sono:
Alpha-melanocyte-stimulating hormone (a-MSH), Cocaine- and
amphetamine-regulated transcript (CART), Corticotropin-releasing
factor (CRF) e Serotonina (5-HT). Il controllo dell’introduzione di cibo
risulterebbe dalla prevalenza ora dei fattori ad azione stimolante, ora
dei fattori ad azione inibente che interagirebbero secondo un modello

a cascata.
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2.1. NEUROPEPTIDI IPOTALAMICI ORESSIGENICI

2.1.1. Neuropeptide Y (NPY)

I’NPY & un neuropeptide di 36 aminoacidi appartenente alla
famiglia dei polipeptidi pancreatici, isolato per la prima volta da
Tatemoto nel cervello di maiale (1982). E’ uno dei neurotrasmettitori
pit abbondante ed ampiamente distribuito nell'intero Sistema
Nervoso Centrale dei Mammiferi (Allen et al., 1983), sebbene il
principale sito di produzione risulti essere il nucleo arcuato
dell'ipotalamo (Morris B.J., 1989). I neuroni del nucleo arcuato sono
in grado di proiettare alle diverse aree ipotalamiche ed a vari distretti
cerebrali, anche se le fibre destinate ai nuclei paraventricolare e
dorsomediale risultano essere quelle preminenti (Bai et al., 1985). A
seguito di vari esperimenti condotti su animali da laboratorio, 'NPY ¢
attualmente considerato il piu potente stimolatore dell’appetito.
Infatti, somministrazioni intracerebroventricolari (icv) ripetute di NPY
nel PVN ipotalamico hanno determinato iperfagia ed un considerevole
incremento del peso corporeo (Stanley et al., 1986).

L’attivita dei neuroni dellARC sarebbe influenzata
positivamente dal digiuno prolungato, da stati di dimagrimento e da
perdite dei depositi adiposi, conseguenti a tutte le condizioni
fisiologiche (lattazione) o patologiche (diabete insulino-dipendente)
comportanti un deficit energetico (Frankish et al., 1995). In tali

circostanze, infatti, i neuroni sarebbero stimolati da una caduta dei
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livelli circolanti di insulina e/o leptina, a sintetizzare e rilasciare NPY
nell’ARC (Schwartz et al., 2000).

L'espressione delNPY risulta incrementata anche in alcuni
modelli animali di obesita genetica legata a difetti nella produzione o
nel meccanismo d’azione della leptina (McKibbin et al., 1991; Wilding
et al., 1993). Infatti, ¢ ormai risaputo che i neuroni secernenti NPY
sono il principale target d’azione della leptina e cio giustifica,
parzialmente, l'iperfagia osservabile negli stati caratterizzati da un
deficit nel segnalamento della leptina (Schwartz et al., 1996).

Sebbene esistano diversi recettori in grado di legare 'NPY, 1'Ys
sembra essere verosimilmente il principale responsabile dell’azione

oressizzante di questo peptide (Schafthauser et al., 1997).

2.1.2. Agouti-related protein (AgRP)

LAgRP €& un peptide di 132 aminoacidi elaborato
esclusivamente nell'ipotalamo dagli stessi neuroni del nucleo arcuato
che esprimono anche I'NPY (Broberger et al., 1998a). E’ un potente
antagonista endogeno dei recettori della melanocortina 3 e 4 (MC-3R,
MC-4R) (Ollmann et al., 1997) ed ¢, percio, in grado di stimolare
I'assunzione di cibo inibendo I'azione dell’a-MSH a livello del recettore
(Rossi et al., 1998). Infatti, € stato accertato che somministrazioni icv
croniche di un frammento di AgRP a roditori determinano una

marcata e prolungata iperfagia che conduce inevitabilmente
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allinstaurarsi di un grave stato di obesita (Small et al., 2001).
Quindi, l'azione oressizzante dell’AgRP potrebbe essere correlabile sia
all’attivazione dei recettori per I'NPY sia all’antagonismo nei confronti
dei recettori per la melanocortina. Studi recenti, pero, hanno
dimostrato che somministrazioni ripetute nell’arco delle 24 ore di
AgRP e precedenti a quelle di un’agonista della melanocortina, non
sono sufficienti a bloccare gli effetti anoressigenici dell’agonista,
facendo, cosi, presupporre lintervento di meccanismi d’azione
alternativi coinvolgenti, magari, i recettori per gli oppiodi o quelli per

le orexine (Hagan et al., 2000; 2001; Zheng et al., 2002;).

2.1.3. Melanin-concentrating hormone (MCH)

LMCH ¢é un peptide ciclico isolato originariamente dalla
ghiandola pituitaria di salmone (Kawauchi et al., 1983) e,
successivamente, dall'ipotalamo di ratto e uomo (Vaughan et al.,
1989; Mouri et al., 1993). Nei Pesci Teleostei esercita un forte
controllo sulla pigmentazione cutanea sia attraverso la diretta
aggregazione dei melanofori (Eberle A.N., 1988) sia mediante
un’azione indiretta sul rilascio di a-MSH dalla ghiandola pituitaria
(Baker B.I., 1991). Nei Mammiferi I'espressione di MCH ¢ ristretta ai
neuroni dell’area ipotalamica laterale e della zona incerta (ZI) (Naito et
al., 1988), mentre le fibre a partenza da tali popolazioni cellulari sono

ampiamente diffuse nell'intero SNC, giustificando cosi il ruolo di
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neurotrasmettitore € di neruromodulatore in un’ampia varieta di
attivita fisiologiche, prima fra tutte la regolazione del comportamento
ingestivo (Bittencourt et al., 1992). Infatti, al pari dellNPY e
del’AgRP, 'MCH ¢& un potente peptide oressizzante la cui espressione
¢ incrementata da difetti nella produzione o nel meccanismo d’azione
della leptina in modelli animali di obesita genetica (Mondal et al.,
2002), dal digiuno (Qu et al., 1996) e dal trattamento con inibitori del
metabolismo dei carboidrati e dell'ossidazione degli acidi grassi

(Sergeyev et al., 2000).

2.1.4. Altri neurotrasmettitori oressizzanti

La galanina (GAL) ¢ un neuropeptide di 29 aminoacidi
ampiamente distribuito nel SNC, anche se le principali concentrazioni
si rilevano a livello del PVN ipotalamico (Merchenthaler et al., 1993).
Nei Mammiferi €& coinvolto nel controllo della motilita
gastrointestinale, del rilascio di insulina pancreatica e della
stimolazione dell’appetito (Crawley J.N., 1995). Iniezioni icv ed
ipotalamiche del peptide stimolano in soggetti a digiuno 'assunzione
di cibo (Kyrkouli et al., 1990), seppure in maniera transitoria e
sicuramente meno potente rispetto all'NPY, tanto € vero che
somministrazioni ripetute non portano all’'obesita (Smith et al., 1994).

Tale effetto oressizzante sarebbe mediato da alcuni oppioidi endogeni
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e dal rilascio di noradrenalina dal PVN (Horvarth et al., 1995;
Kyrkouli et al., 1992) e sarebbe regolato dalla leptina (Sahu A., 1998).

Anche alcuni peptidi oppioidi, in particolare gli agonisti
endogeni dei recettori k, possono, in determinate condizioni,
incrementare lintroito di cibo (Olson et al., 1994). La
somministrazione prolungata di agonisti e di antagonisti degli
oppioidi non determina sostanziali alterazioni nell’assunzione di cibo
e nel peso corporeo, facendo supporre un meccanismo di controllo a
breve termine dell’'omeostasi energetica (Smith et al., 2002). Inoltre gli
oppioidi sarebbero coinvolti nell'insorgenza di sensazioni di piacere e
di ricompensa (“meccanismo edonico”) conseguenti all'ingestione di
cibi dolci, percido potrebbero favorire l'assunzione di determinati
alimenti particolarmente appetibili, a discapito di altri, portando
all’obesita.

Negli ultimi anni, in seguito all'identificazione di specifici
recettori (CB1) entro aree cerebrali coinvolte nel mantenimento
dell'omeostasi energetica, un certo ruolo nella regolazione del
comportamento alimentare ¢ stato assegnato anche al sistema dei
cannabinoidi (Glass et al., 1997). I cannabinoidi, sia endogeni che
esogeni, sono in grado di stimolare fortemente l'assunzione di cibo
soprattutto negli stati di digiuno (Williams et al., 1998; Williams and
Kirkham, 1999; Kirkham et al., 2002). Sebbene il meccanismo

responsabile dell'iperfagia sia tutto ora parzialmente sconosciuto, si
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suppone un coinvolgimento sia dei circuiti del piacere che dei
pathway omeostatici, la maggior parte dei quali sono regolati dalla
leptina ed operano all'interno dei nuclei ipotalamici (Fulton et al.,

2000).

2.1.5. Orexine (ipocretina-1/orexina-A e ipocretina-
2 /orexina-B)
2.1.5.1.GENERALITA

L'orexina-A e l'orexina-B, denominate rispettivamente anche
ipocretina-1 ed ipocretina-2, sono due neuropeptidi di recente
identificazione sintetizzati principalmente da un piccolo gruppo di
neuroni, distinti ma frapposti a quelli esprimenti MCH (Broberger et
al., 1998b; Peyron et al., 1998), localizzati nell'area ipotalamica
laterale (LH) e nel nucleo perifornicale dell'ipotalamo posteriore di
ratto e dei primati, regioni classicamente coinvolte nella regolazione
del comportamento alimentare (de Lecea et al., 1998; Sakurai et al.,
1998; Horvarth et al., 1999). Queste popolazioni neuronali inviano
molteplici proiezioni all'intero neuroasse ed, in particolare, alle
diverse aree cerebrali coinvolte nell'omeostasi energetica, quali PVN,
VMN e ARC (Peyron et al., 1998; Date et al., 1999; Nambu et al.,
1999). 11 diffuso pattern di distribuzione fa presupporre un
coinvolgimento del sistema delle orexine non solo nella modulazione

centrale dell’assunzione di cibo e del peso corporeo, ma anche nella
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regolazione di attivita autonome e neuroendocrine (Hungs and

Mignot, 2001).

2.1.5.2. STRUTTURA E RECETTORI

L'orexina-A consta di 33 aminoacidi e lorexina-B di 28
aminoacidi, ma posseggono una sequenza omologa al 46% con una
caratteristica amidazione C-terminale. Infatti, studi successivi hanno
dimostrato che entrambi i peptidi derivano in seguito a differenti
processi proteolitici da un singolo precursore, la prepro-orexina (de
Lecea et al., 1998; Sakurai et al., 1998). L'espressione della prepro-
orexina ¢ influenzata positivamente nel digiuno prolungato (Sakurai
et al., 1998), mentre risulta ridotta in due differenti modelli animali di
obesita genetica, ob/ob e db/db (Yamamoto et al., 1999). Questo
suggerisce che le orexine potrebbero agire da sistema regolatore negli
stati di obesita. Tali peptidi, inoltre, legano ed attivano due specifici
recettori ampiamente distribuiti nel SNC (Trivedi et al., 1998) ed
appartenenti alla famiglia dei “G-protein-coupled receptors”, il
recettore-1 (OX1R) ed il recettore-2 (OX2R). Il primo ¢ selettivo per
l'orexina-A, il secondo lega entrambi i peptidi con simile affinita

(Sakurai et al., 1998).
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Rappresentazione schematica del sistema delle orexine.
Da Sakurai et al., 1998, modificato

2.1.5.3. EFFETTI BIOLOGICI

La caratteristica e ristretta localizzazione dei neuroni
esprimenti le orexine nell'ipotalamo dorso-laterale ha suggerito
I'eventuale coinvolgimento di questi peptidi nei meccanismi regolatori
dell’assunzione di cibo e dell'omeostasi energetica. Sakurai et al.
(1998) hanno dimostrato che somministrazioni icv sia di orexina-A
che di orexina-B sono in grado di incrementare il consumo di cibo nei
ratti, sebbene l'azione stimolante del secondo peptide sia di minore
duratura rispetto al primo. Verosimilmente, tale effetto oressizzante
sarebbe il risultato di una complessa interazione tra le orexine e
I'NPY, in cui pero le prime svolgerebbero un ruolo di primaria

importanza (Horvarth et al., 1999). I neuroni del’ARC sintetizzanti
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NPY/AgRP innervano i neuroni ad orexina esprimenti a loro volta i
recettori Y1 e Ys per 'NPY (Dube et al., 2000; Jain et al., 2000); allo
stesso tempo, i neuroni dell’NPY/AgRP ricevono degli input dai
neuroni ad orexina (Horvarth et al., 1999). Infatti, soprattutto
l'orexina-A stimola l'espressione Fos (un marker di attivazione
neuronale) nei neuroni dell’'NPY (Yamanaka et al., 2000) ed accentua
quindi l'azione anabolica di tale peptide (Sahu A., 2002), mentre
anche I'NPY attiva i neuroni ad orexina nellLHA, probabilmente
attraverso il legame con il recettore Y; o Ys (Dube et al., 2000; Jain et
al., 2000; Yamanaka et al., 2000). Inciderebbero sull’azione anabolica
delle orexine anche i livelli plasmatici di glucosio e di leptina. Circa il
30% dei neuroni dellLHA risulta eccezionalmente sensibile alle
concentrazioni di glucosio (Moriguchi et al., 1999) e quasi il 50%
esprime il recettore per la leptina (Sakurai T., 1999). Percio, sia negli
stati ipoglicemici che nel digiuno prolungato, in cui aumentano i
segnali di adiposita, l'espressione ed i livelli di tali peptidi
nell'ipotalamo laterale sono notevolmente incrementati.

Le altre attivita fisiologiche in cui ¢ stato supposto un
intervento delle orexine comprendono 'assunzione di acqua (Kunii et
al., 1999), il ciclo del sonno e della veglia (Sutcliffe and de Lecea.,
2000), il ritmo cardiaco e le resistenze vascolari (Samson et al., 1999;
Chen et al., 2000), la secrezione acida e la motilita gastrointestinale

(Takahashi et al., 1999; Krowicki et al., 2002; Naslund et al., 2002),
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la secrezione pancreatica esocrina ed endocrina (Miyasaka et al.,
2002; Ouedrago et al., 2003), nonché il rilascio dell'ormone
luteinizzante (LH) (Pu et al., 1998), delllormone della crescita (GH)

(Seoane et al., 2004) e della prolattina (Russell et al., 2000).

2.2. NEUROPEPTIDI IPOTALAMICI ANORESSIGENICI

2.2.1. Alpha-melanocyte-stimulating hormone (a-MSH)

L’'a-MSH, prodotto di clivaggio del gene della pro-
opiomelanocortina (POMC) ampiamente distribuito nell'intero
ipotalamo dei Mammiferi (Jacobowitz and O’Donohue, 1978), modula
l'omeostasi energetica inibendo fortemente l'assunzione di cibo,
mediante il legame con due specifici recettori, 'MC3-R e I'MC4-R
(Kalra et al.,, 1999; Cone R.D., 1999). Dal principale sito di
produzione, il nucleo arcuato, 'a-MSH é rilasciato dagli assoni
terminali nelle aree cerebrali coinvolte nel meccanismo di controllo
del comportamento alimentare, ossia nel PVN, VMH, DMN e nei
nuclei della zona mediale dell'ipotalamo, ove si lega ed attiva, in
particolare, 'MC4-R che sembrerebbe svolgere un ruolo principale
nell'azione anoressizzante dell’a-MSH (Mountjoy et al., 1994; Harrold
et al., 1999). 1l grado di attivazione dellMC4-R, e quindi l'influenza
esercitata sull’omeostasi energetica, € correlabile all’equilibrio tra I'a-

MSH e il suo antagonista endogeno, 'AgRP (Ollmann et al., 1997). Ad
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esempio, la scomparsa del'lMC4-R determina nei topi l'insorgenza di
iperfagia, iperinsulinemia, iperglicemia ed obesita (Huszar et al.,
1997). Allo stesso modo, la somministrazione icv di un potente
antagonista del’MC4-R stimola fortemente l'ingestione di cibo (Rossi
et al., 1998) ed in presenza di una mutazione dominante della
proteina agouti, omologa all’AgRP e percio in grado di antagonizzare i
recettori centrali della melanocortina (Marsh et al., 1999), i topi
sviluppano una forte iperfagia con conseguente obesita (Moussa and
Claycombe, 1999). Quindi, in tutti gli stati caratterizzati da un
digiuno prolungato (Brady et al., 1990; Bergendahl et al., 1992) o da
deficienze genetiche di leptina (Mizuno et al., 1997), I'espressione del
POMC ed i livelli di peptide nel nucleo arcuato sono decisamente
ridotti; al contrario, l'espressione del POMC ¢& stimolata nelle
condizioni di iperalimentazione (Hagan et al., 1999) e a seguito di

iniezioni di leptina (Schwartz et al., 1997).

2.2.2. Cocaine- and amphetamine-regulated transcript
(CART)

I1 CART, un peptide di recente generazione, ¢ stato identificato
per la prima volta nello striato di ratto grazie a metodiche di PCR
differenziali, conseguenti a somministrazioni di cocaina ed

anfetamina (Douglass et al., 1995). E’ ampiamente distribuito nel

SNC (Couceyro et al., 1997), e concentrazioni relativamente elevate
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sono state rinvenute nel PVN e nelllARC, negli stessi neuroni che
esprimono 1'a-MSH (Kristensen et al., 1998). Data la localizzazione
del CART nelle suddette aree ipotalamiche, si ¢ dedotto che anche
questo peptide € coinvolto nei complessi meccanismi che regolano il
comportamento alimentare, agendo, in particolare, da molecola
anoressizzante (Kristensen et al., 1998; Kuhar and Dal Vechia, 1999).
Infatti, somministrazioni icv di CART inibiscono 'assunzione di cibo
sia in ratti normalmente alimentati che in soggetti in cui I'ingestione
di cibo € stata stimolata dal'NPY (Kristensen et al., 1998; Vrang et
al., 1999). Anche l'espressione del CART ¢ regolata positivamente
dalla leptina (Thim et al., 1998). Infatti, nei periodi di digiuno
prolungati e nei roditori geneticamente obesi (ob/ob), condizioni in
cui quindi i segnali della leptina sono fortemente ridotti, se non
addirittura assenti, I'espressione del CART nel nucleo arcuato € quasi
inesistente; sono pero sufficienti delle somministrazioni periferiche di
leptina esogena per ripristinare i livelli del peptide in questione

(Kristensen et al., 1998).

2.2.3. Corticotropin-releasing factor (CRF)

I1 CRF, isolato e sequenziato per la prima volta nel 1981, ¢é
I'unico peptide ipotalamico in grado di stimolare il rilascio di ACTH
dalla ghiandola pituitaria anteriore (Vale et al., 1981). Oltre ad

influenzare la secrezione di corticosteroidi a livello surrenalico e
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mediare quindi gli aspetti comportamentali legati a situazioni
stressanti, il CRF ¢ anche coinvolto nella regolazione dell’assunzione
di cibo, essendo principalmente sintetizzato a livello del PVN
ipotalamico, riconosciuto come “centro di sazieta” (Morley and Levine,
1982; Monnikes et al., 1992). Infatti, iniezioni intraventricolari,
nonché microiniezioni di CRF nel PVN, influenzano negativamente sia
il comportamento alimentare, determinando anoressia, che il bilancio
energetico mediante il legame con recettori ad alta affinita distribuiti
in varie regioni del cervello, ma particolarmente concentrati nel PVN
(Perrin et al., 1993; Lovenberg et al., 1995). Come per gli altri effettori
catabolici, la sintesi neuronale di CRF ¢ fortemente ridotta nel
digiuno prolungato ed incrementata, al contrario, in tutte le
condizioni caratterizzate da un aumento dei segnali di adiposita

(insulina e leptina) nel cervello (Schwartz et al., 2000).

2.2.4. Serotonina (5-HT)

Anche la serotonina si comporta da neurotrasmettitore
catabolico riducendo l'assunzione di cibo ed incrementando il
dispendio energetico (Curzon G., 1990), soprattutto attraverso il
recettore 5-HTy. altamente concentrato nell'ipotalamo ventro-mediale
(Simansky K.J., 1996; Curzon et al., 1997). In particolare, le vie
serotoninergiche sarebbero coinvolte nel controllo di specifici

comportamenti alimentari quali la quantita totale, la durata e la
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frequenza dei pasti individuali, determinando un’insorgenza precoce
del segnale di sazieta (Blundell J.E., 1984; 1986; Leibowitz et al.,
1988). Inoltre, la stimolazione serotoninergica da parte della 5-HT o
di suoi agonisti ha ripercussioni anche sul metabolismo energetico, in
quanto esalta l'ossidazione lipidica e riduce l'ossidazione dei glucidi,
inibendo con un meccanismo di feed-back negativo, I'ingestione di

altri carboidrati (Boschmann et al., 1996).

Tabella riassuntiva dei Neuropeptidi ipotalamici coinvolti nel controllo

dell’omeostasi energetica

Da Mercer e Speakman, 2001, modificato

Peptide Acronym Relevant sitels) of synthesis
Anabolic/omxipenic

Neumpeptide Y NFY Arcuate nucleus (ARC)
Agouti-related protein AGRP ARC

Melanin-concentrating hommemne WMCH Lateral hypothalamus (LHA)
Orexing (hypocreting) - LHA

Cilanin - Paraventricular nucleus (FYN)
Catabolic/anorexigenic

Alphe-melanoeyte-stimul ating hormomne alpha-MSH ARC

Cocaine- and amphetamine-regulated transcript CART ARC, other hypothalamic sites?
Cornticotrophin-releasing factor CRF FVN

Gilucagorelike peptide-1 GLP-1 Nuclews tractus solitarus (NTS)
Glucagon-like peptide-2 GLE-2 NTS
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CAPITOLO 3.

SISTEMA PERIFERICO “A LUNGO TERMINE"

Recenti dati clinici e sperimentali hanno dimostrato che il
tessuto adiposo da un punto di vista funzionale & molto piua
complesso di quanto si riteneva sino a pochi anni or sono, quando
veniva considerato un mero e semplice deposito di grassi e di energia
metabolicamente inerte. E’ stata, infatti, ben documentata in questa
sede una produzione autonoma di diversi fattori di notevole rilevanza
nella regolazione di numerose funzioni endocrine, tanto che gli &
valso il nome di “organo adiposo”. Di tutti questi fattori ha suscitato

notevole interesse, sin dalla sua scoperta, la leptina.

3.1. LEPTINA

3.1.1. GENERALITA

Identificata per la prima volta nel 1994, a seguito di clonazioni
posizionali, come il prodotto del gene ob (Zhang et al., 1994), la
leptina (dal Greco “leptos” che significa “magro”) funziona
principalmente da molecola segnale che, in relazione ai depositi di
grasso ed allo stato nutrizionale dell'organismo, limita a livello

centrale l'assunzione di cibo ed aumenta il dispendio energetico
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dell'organismo, svolgendo quindi un ruolo chiave nel mantenimento
di un peso corporeo stabile. Difatti, mutazioni genetiche
nell’espressione di tale proteina (ob) o del suo recettore determinano
I'insorgenza di obesita ed infertilita nei roditori ob/ob (Zhang et al.,
1994). Proprio per questa ragione, con gli anni, € maturato un
considerevole interesse sull'uso potenziale di questo ormone non solo
per il trattamento dei disordini alimentari dell'uomo (obesita, diabete
ed anoressia nervosa), ma anche per l'ottimizzazione delle produzioni
zootecniche, investigando a fondo i suoi effetti sul metabolismo e sul

comportamento alimentare degli animali.

3.1.2. STRUTTURA E SINTESI

La leptina dei Mammiferi € un ormone proteico di 167
aminoacidi con una sequenza segnale secretoria di 21 aminoacidi. La
traslocazione della leptina all'interno dei microsomi €& seguita dalla
rimozione della sequenza segnale e dalla successiva immissione nel
circolo sanguigno della proteina. La leptina circolante ¢ un peptide di
146 aminoacidi con un peso molecolare approssimativo di 14-16 kDa
(Zhang et al., 1994; Considine and Caro, 1997). Analisi strutturali
hanno rivelato una certa correlazione con alcuni membri della
famiglia delle citochine (Madej et al., 1995; Zhang et al., 1997) ed un
alto grado di conservazione tra le specie fino ad oggi esaminate. Per

esempio, la leptina umana risulta omologa per I'84% e I'83% a quella
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di topo e ratto, rispettivamente (Zhang et al., 1994), e per I'85% a
quelle di bovino e maiale (Doyon et al., 2001), facendo quindi
supporre che tale peptide possa svolgere simili funzioni o agire
secondo un comune meccanismo d’azione nelle varie specie.

Il tessuto adiposo bianco ¢ stato considerato per diverso tempo
il sito esclusivo di produzione di leptina nei Mammiferi (Maffei et al.,
1995; Leroy et al., 1996); successivamente ne € stata accertata la
sintesi anche in diversi e molteplici tessuti periferici, quali il tratto
gastrointestinale (Bado et al., 1998), il muscolo scheletrico (Wang et
al., 1998), la placenta (Masuzaki et al., 1997), la ghiandola
mammaria (Smith-Kirwin et al., 1998), l'ipotalamo (Morash et al.,
1999) e Tlipofisi (Jin et al., 2000). Studi di immunoistochimica e di
ibridizazione in situ condotti su roditori gravidi hanno dimostrato la
sintesi di leptina in diverse regioni del feto incluso cuore, ossa,
cartilagine e cellule del follicolo pilifero; questi stessi tessuti non si
sono, pero, rivelati fonti di leptina negli individui adulti, facendo
supporre che tale proteina possa fungere da fattore di crescita o da
fattore regolatore del processo di ematopoiesi nel feto (Hoggard et al.,
1997; 1998).

L’'espressione e la secrezione della leptina sono strettamente
correlate alla massa grassa corporea ed alle dimensioni degli
adipociti, e sono regolate da molteplici fattori genetici, metabolici ed

endocrini. Infatti, a parita di depositi di grasso, le femmine sembrano
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sintetizzare piu leptina rispetto ai maschi (Frederich et al., 1995).
Inoltre, la produzione di questo ormone sarebbe stimolata, negli stati
di obesita, dalle concentrazioni di insulina (Saladin et al., 1995), di
glucocorticoidi (Slieker et al., 1996), di citochine ed endotossine
(Grunfeld et al., 1996), di glucosio, lipidi ed estrogeni (Wang et al.,
1998), mentre al contrario, sarebbe inibita dal digiuno prolungato,
dal freddo, dall’attivita fisica, dal testosterone (Castracane et al.,
1998), dagli ormoni tiroidei (Escobar-Morreale et al., 1997) e dagli

agonisti B-adrenergici (Li et al., 1997).

White adlpose tissue
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pregnancy
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endotoxins
infection

Fattori coinvolti nella sintesi di leptina da parte
del tessuto adiposo bianco.
da Macajova et al., 2004
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3.1.3. RECETTORI PER LA LEPTINA (OB-R)

Gli effetti biologici della leptina sono mediati da specifici
recettori localizzati sulle membrane citoplasmatiche delle cellule degli
organi bersaglio. Fino ad oggi & stato clonato nei Mammiferi un unico
recettore per la leptina (Ob-Rb), di cui sono state individuate almeno
cinque varianti: Ob-Ra, Ob-Rc, Ob-Rd, Ob-Re e Ob-Rf (Tartaglia et
al., 1995; Tartaglia L.A., 1997). Tutte le isoforme presentano lo stesso
dominio di legame extracellulare per la leptina in corrispondenza del
terminale “amino”, ma differiscono a livello del terminale carbossilico.
Mentre le varie isoforme sono considerate recettori “short-form”, I'Ob-
Rb ¢ il solo recettore “long-form”, contenente cioé¢ un lungo dominio
intracellulare di circa 300 aminoacidi, altamente omologo al dominio
del recettore delle citochine di tipo I ed in grado, percio,
verosimilmente, di funzionare attraverso i segnali di traduzione del
JAK/STAT (Bjorbaek et al., 1997). Una o piu varianti sono espresse
nella maggior parte, se non in tutti i tessuti bersaglio. Quelle degne di
particolare interesse sono I'Ob-Ra, 'Ob-Rb e 1'Ob-Re, dal momento
che le altre isoforme sono espresse solo a basse concentrazioni (Fei et
al., 1997). L’Ob-Ra, € altamente concentrato nei capillari sanguigni
del cervello e nel plesso coriodeo del ratto, percio fungerebbe per lo
piu da trasportatore di leptina, favorendone il passaggio attraverso la
barriera ematoencefalica (Bjorbaek et al., 1998). L’'Ob-Rb, invece, ¢

principalmente localizzato in specifiche aree del cervello, in
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particolare a livello ipotalamico (Elmquist et al., 1998b), ma ¢
particolarmente diffuso anche in un’ampia varieta di tessuti periferici,
quali ovaie, testicoli, placenta, midollare del surrene, fegato, cellule 3
del pancreas, reni, intestino, cuore, muscoli scheletrici e tessuto
adiposo (De Matteis et al., 1998). In virta di questo pattern di
distribuzione, I'Ob-Rb sembrerebbe mediare gli effetti della leptina sul
comportamento alimentare, sul bilancio energetico e sul
metabolismo. L’'Ob-Re € presente in circolo sotto forma di proteina di
legame solubile (Friedman and Halaas, 1998), percio non
partecirebbe attivamente all'invio dei segnali di adiposita, ma,
probabilmente, ¢ fondamentale nel determinismo dei livelli di leptina

presenti nel circolo sistemico (Huang et al., 2001).
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3.1.4. EFFETTI BIOLOGICI

La leptina € principalmente coinvolta nella regolazione del
comportamento alimentare, dell’omeostasi energetica e del peso
corporeo (Woods et al., 1998; Schwartz et al., 1999). Funge, infatti,
da segnale di adiposita inviando al cervello informazioni inerenti lo
stato metabolico dell'organismo. Studi condotti sui roditori hanno
chiaramente evidenziato che restrizioni caloriche e perdite di peso
esitano in un rapido declino dei livelli di leptina circolante con
conseguente riduzione dell'appetito ed aumento del dispendio
energetico (Frederich et al., 1995; Ahima et al., 1996; Considine and
Caro, 1997). Lo stesso effetto € stato osservato anche in animali
geneticamente obesi, ob/ob, a seguito di somministrazioni icv
giornaliere di leptina ricombinante (Campfield et al., 1995; Haalas et
al., 1995; Pelleymounter et al., 1995). L'efficacia della leptina di
inibire l'assunzione di cibo quando ¢ somministrata nel SNC di
roditori dimostra chiaramente che il cervello ¢ un importante sito
d’azione di questo ormone per la regolazione del bilancio energetico.

A livello centrale i principali targets leptinici, esprimenti cioé il
recettore Ob-Rb (Scwartz et al., 1996), sono i neuroni dei nuclei
arcuato, ventromediale e dorsomediale dell’ipotalamo ed i circuiti
neuronali del tronco encefalico (Elmquist et al., 1997; 1998a). In tali
regioni le popolazioni neuronali sensibili alla leptina esprimono

neuropeptidi/neurotrasmettitori coinvolti nella regolazione centrale
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dell'omeostasi energetica. In particolare, il recettore Ob-Rb € co-
espresso con I'NPY e con ’AgRP nel nucleo arcuato mediale (Baskin et
al., 1999), e con I'a-MSH (prodotto dal POMC) ed il CART nel nucleo
arcuato laterale (Cheung et al., 1997). Quindi, elevate concentrazioni
di leptina riducono l'assunzione di cibo agendo direttamente sui
neuroni dell’ARC, inibendo la sintesi di NPY/AgRP (Wang et al., 1997)
e stimolando la produzione di a-MSH e del CART (Schwartz et al.,

1997).
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sull’'omeostasi energetica

Oltre ad influenzare il comportamento alimentare, queste
stesse popolazioni neuronali sembrerebbero mediare, attraverso le

multiple proiezioni dirette al PVN ipotalamico (Sawchenko P.E., 1998;
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Elmquist et al., 1999), alcune delle funzioni neuroendocrine della
leptina, quali la secrezione dell'ormone rilasciante le gonadotropine
(GnRh), dell'ormone  follicolo-stimolante (FSH), dell’ormone
luteinizzante (LH) e dell'ormone della crescita (GH) dalla ghiandola
pituitaria anteriore, con conseguenti ripercussioni anche sulla sfera
riproduttiva e sull’accrescimento (Yu et al., 1997; Hoggard et al.,
1998; McCann et al., 1998; Tannenbaum et al., 1998). Che la leptina
sia necessaria e indispensabile per la maturazione dell’asse
riproduttivo ¢ stato evidenziato da diversi studi. Infatti, soggetti adulti
con una mutazione a carico del gene codificante per ob sono
ipogonadici (Strobel et al., 1998) e, allo stesso tempo,
somministrazioni esogene di leptina ricombinante nei topi
geneticamente obesi (ob/ob) e quindi sterili, attivano I'asse ipotalamo-
ipofisi-gonadi ripristinando lo stato di fertilita e la puberta (Chehab et
al., 1996).

Indipendentemente dal suo ruolo nella regolazione a lungo
termine del peso corporeo, la leptina influenza le fasi acute di diversi
aspetti metabolici, inibendo, la sintesi di insulina da parte delle
cellule B del pancreas (Fehmann et al., 1997), stimolando la
gluconeogenesi e l'utilizzazione del glucosio (Kamohara et al., 1997;
Rossetti et al., 1997), incrementando la sintesi di acidi grassi a livello
epatico (Cohen et al., 1998), stimolando la lipolisi negli adipociti

(Frihbeck et al., 1997). Infine, € da considerare un’azione
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modulatrice della leptina anche nel processo di ematopoiesi
(Gainsford et al., 1996) e nelle risposte immunitarie (Lord et al.,

1998).
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CAPITOLO 4.

SISTEMA PERIFERICO “A BREVE TERMINE"”

Del “sistema periferico della sazieta” fanno parte tutti quei
fattori correlati al momento del pasto e responsabili di un
cambiamento acuto del bilancio energetico, in maniera del tutto
indipendente rispetto allo stato dei depositi adiposi dell’'organismo.
Questo gruppo racchiude un’ampia varieta di stimoli sia esogeni che
endogeni che vanno dai segnali fisiologici generatisi in risposta al
consumo di cibo, alle risposte autonome e comportamentali
conseguenti a stress ambientali, in grado di influenzare, per lo piu, le
dimensioni dei pasti ed i successivi consumi. Qualora, pero, tali
segnali a breve termine si prolungassero oltre il tempo dovuto,
finirebbero con l'influenzare anche il livello di adiposita e quindi il
peso corporeo. Questo € particolarmente vero per i fattori emozionali
e per i cambiamenti nella composizione della dieta.

Sulla base di questi presupposti € chiaro che il tratto
gastrointestinale (stomaco, piccolo e grosso intestino) partecipa
attivamente alla regolazione dell'omeostasi energetica, essendo fonte
di molecole segnali a breve termine, come ormoni e nutrienti, in grado
di stimolare od inibire (nella quasi totalita dei casi) I'assunzione di

cibo a livello centrale.
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Sono due i principali meccanismi tramite i quali il sistema
digestivo controlla I'appetito: attraverso le afferenze vagali o grazie ad
un’azione diretta sulle aree ipotalamiche coinvolte nel comportamento

alimentare.

4.1. NUTRIENTI

L'efficienza saziante degli alimenti si esplica attraverso processi
diversi che mnascono dall'interazione dell’alimento stesso con
meccanismi fisiologici e biochimici. Da questa interazione hanno poi
origine segnali nervosi ed ormonali che partecipano al controllo
dell’'appetito. 1 processi in gioco possono essere distinti
fondamentalmente in post-ingestivi (Qquando gli alimenti vengono
deglutiti e arrivano al tratto gastroenterico) e post-assorbitivi (quando
i nutrienti digeriti entrano nel circolo sistemico). Pervenuti nel tratto
gastrointestinale, i cibi ingeriti stimolano, per le loro caratteristiche
organolettiche, meccanorecettori e chemiorecettori localizzati sulla
superficie luminale degli enterociti, che attraverso il nervo vago
trasmettono informazioni al SNC. Di conseguenza, un elevato
contenuto intestinale di nutrienti, avra ripercussioni anche sullo
stomaco, riducendone il grado di riempimento e prolungando cosi
ulteriormente la distensione gastrica post-prandiale. Questo tipo di

informazioni costituisce la prima classe di segnali che agisce sul
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sistema nervoso centrale e fa parte del controllo post-ingestivo
(Powley T., 1977; Mei N., 1985). Nella fase post-assorbitiva i nutrienti
derivanti dai processi digestivi, attraverso il circolo sistemico,
vengono trasportati ai vari tessuti periferici compreso quello nervoso.
Tali molecole costituiscono una seconda classe di segnali metabolici,
tra cui entrano a far parte il glucosio, gli acidi grassi liberi ed alcuni
aminoacidi essenziali come il triptofano e la tirosina (Friedman et al.,
1986).

Quasi cinquanta anni fa Mayer (1953) fu il primo ad avanzare
I'ipotesi, recentemente rivisitata e rivista (Bray G.A., 1996), che uno
stato di ipoglicemia od un blocco nel metabolismo del glucosio
potesse far insorgere una sensazione di fame e, di conseguenza,
stimolare 'assunzione di cibo. Infatti, nel 1969 Oomura et al. hanno
riportato che alcune popolazioni neuronali nell'ipotalamo
ventromediale e laterale incrementavano le proprie attivita dopo
trattamento con il glucosio. Ma i neuroni non sono le uniche
popolazioni cellulari sensibili alle concentrazioni di glucosio ematico
ed in grado quindi di intervenire sulla regolazione dell'ingestione di
cibo. Anche le cellule epatiche, infatti, sono in grado di rilevare gli
stati ipoglicemici ed inviare impulsi al SNC attraverso afferenze vagali
(Novin et al., 1973). Sembra che questo tipo di meccanismo sia valido
anche per i prodotti derivati dall’ossidazione degli acidi grassi che si

realizza sempre nelle cellule epatiche. Infatti, una inibizione del
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metabolismo lipidico a livello epatico sembrerebbe incrementare
I'espressione di un neuropeptide ad azione oressizzante nell'ipotalamo
laterale, stimolando di conseguenza l'appetito (Friedman et al., 1999).
Oltre al glucosio e agli acidi grassi, anche le proteine, e soprattutto
alcuni aminoacidi, sembrano influenzare il comportamento
alimentare. In particolare, il triptofano, diretto precursore della
serotonina cerebrale in grado di esercitare una influenza inibitoria
sul’assunzione di cibo (Fernstrom and Wurtman, 1971), e
riconosciuto come principale fattore ipotalamico anoressizzante. Esso
¢ trasportato nel sangue legato all’albumina plasmatica, la cui
concentrazione € a sua volta modulata dal tasso di insulina
circolante, capace di liberarla dal legame con gli acidi grassi e di
renderla disponibile al legame con il triptofano. Ne deriva un ruolo
diretto dell'insulina sulla capacita di mobilitazione tissutale di
triptofano e quindi sulle concentrazioni ipotalamiche di serotonina
(Morley J.E., 1990). Un secondo aminoacido essenziale, la tirosina,
riveste altresi un ruolo fondamentale nella regolazione dell’equilibrio
poiché ¢ il diretto precursore della noradrenalina e dell’adrenalina
oltre che della dopamina cerebrale (Morley J.E., 1990). Per quanto
riguarda le catecolamine, €& stato osservato che la stimolazione
adrenergica da parte di noradrenalina e adrenalina provoca
assunzione di cibo quando si verifica a livello del nucleo

paraventricolare dell'ipotalamo; mentre sia l'adrenalina che Ila
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noradrenalina, insieme alla dopamina, esercitano un’azione di tipo
anoressizzante quando agiscono a livello dei recettori adrenergici e
dopaminergici localizzati nell’area ipotalamica laterale.

Da tali dati si comprende, quindi, come diversi fattori in grado
di agire su questi sistemi di neurotrasmissione, attivandoli o
inibendoli, interferiscano nella regolazione del comportamento
alimentare, nelle dimensioni dei pasti, nella scelta dei nutrienti e, di
conseguenza, nel mantenimento dell’'omeostasi energetica e del peso

corporeo.

4.2. PEPTIDI GASTROINTESTINALI

Diversi peptidi, originariamente evidenziati esclusivamente nei
centri regolatori dell'appetito del SNC, sono stati riscontrati
successivamente anche nel tratto gastrointestinale, mettendo cosi in
risalto il ruolo di questo distretto anatomico nei meccanismi
regolatori del comportamento alimentare. E’ questo il caso dell'NPY,
del glucagon-like peptide-1 (GLP-1), del glucagon-like peptide-2 (GLP-
2), della colecistochinina (CCK), della bombesina, delle orexine e della
grelina. Con la sola eccezione della grelina, un peptide oressizzante di
recente identificazione, tutti gli altri ormoni si comportano da “segnali
di sazieta”, in quanto inibiscono uniformemente 'assunzione di cibo.

I peptidi regolatori che finora hanno ricevuto particolare attenzione
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sono la CCK e la bombesina. Negli ultimi anni le sostanze che hanno
suscitato maggiore interesse sono glucagon-like peptide-1 (GLP-1), la

grelina e le orexine.

4.2.1.Glucagon-like peptide-1 (GLP-1)
4.2.1.1. GENERALITA

Le “incretine” sono ormoni peptidici di derivazione intestinale
rilasciati in seguito alla presenza di nutrienti nel tratto digestivo ed in
grado di potenziare la secrezione insulinica post-prandiale attraverso
l'attivazione dell'asse entero-insulare. Nell'uomo e negli animali, la
piu potente incretina secreta al termine del pasto € il glucagon-like
peptide-1 (GLP-1) (Kreymann et al., 1987). Oltre a stimolare il rilascio
di insulina dalle cellule 3 del pancreas, il GLP-1 € responsabile di una
serie di effetti biologici, come il rallentamento dello svuotamento
gastrico, l'inibizione della secrezione acida dello stomaco e 'aumento
del senso di sazieta che incidono fortemente sui meccanismi di

controllo centrale dell’appetito (Turton et al., 1996).

4.2.1.2. STRUTTURA E SINTESI

Dalla molecola precursore di pro-glucagone grazie a differenti
processi proteolitici di clivaggio guidati dai vari tessuti di origine
(Dhanvantari et al., 1996), si ottengono, oltre al glucagone

sintetizzato nelle cellule a del pancreas endocrino (Lefebvre P.J.,
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1999), altri due peptidi strettamente correlati, denominati glucagon-
like peptide-1 (GLP-1) e glucagon-like peptide-2 (GLP-2) di principale
derivazione intestinale (Holst J.J., 1997). In particolare, il GLP-1 &€ un
ormone proteico sintetizzato principalmente in cellule entero-
endocrine specializzate (cellule L) del piccolo e grosso intestino,
localizzate soprattutto a livello dell'ileo distale e del colon (Drucker
D.J., 1998) e secreto in seguito alla presenza di nutrienti nel lume
intestinale, principalmente grassi e carboidrati (Ellliott et al., 1993;
Roberge and Brubacker, 1993). In tale sede € possibile rinvenire due
distinte forme molecolari di GLP-1: il GLP-1 (7-36)amide e il GLP-1 (7-
37)amide (Holst J.J., 1999). Sono entrambe attive biologicamente, ma
in circolo si rinvengono maggiori concentrazioni del GLP-1 (7-
36)amide (Holst J.J., 1999). Comunque, nel giro di pochi minuti dalla
immissione in circolo i livelli di GLP-1 plasmatico sono drasticamente
ridotti, per la degradazione operata dall’enzima dipeptidyl-peptidase
IV (DPP-IV) nelle due forme troncate ed inattive, rispettivamente il
GLP-1 (9-36) ed il GLP-1 (9-37) (Kieffer et al., 1995).

Oltre che nell'intestino il GLP-1 € sintetizzato anche in alcuni
distretti del SNC. In particolare, nel cervello di ratto il GLP-1 € stato
localizzato nella porzione caudale del tratto solitario e nelle porzioni
dorsali e ventrali del nucleo reticolare della medulla, ossia in quelle
regioni che ricevono afferenze dal tratto gastrointestinale attraverso il

nervo vago (Jin et al., 1988). Fibre positive sono state rinvenute,

49



invece, in alcuni nuclei dell'ipotalamo, del talamo e nel tronco
encefalico (Jin et al., 1988; Kanse et al., 1988; Kreymann et al.,
1989).

Gli effetti biologici del GLP-1 sono mediati da un unico e
specifico recettore appartenente alla famiglia dei “G-protein-coupled
receptor”, indicato come GLP-1R, ampiamente distribuito nel SNC
(Alvarez et al., 1996), nell'intero tratto gastrointestinale (Lankat-
Buttgereit et al., 1994), negli isolotti pancreatici, nel cuore, nel rene,
nei muscoli scheletrici e nel tessuto adiposo (Valverde et al., 1993;
Bullock et al., 1996). I principali siti di legame del GLP-1 sono stati
rinvenuti nell’organo subfornicale e nell’'area postrema (Johnson and
Gross, 1993; Goke et al.,, 1995). Dal momento che gli organi
circumventricolari sono privi della barriera ematoencefalica
perivascolare, c’¢ la possibilita che si realizzi un libero scambio di
molecole tra sangue e liquido cerebrospinale (Johnson and Gross,

1993, Goke et al., 1995).

4.2.1.3. EFFETTI BIOLOGICI

I GLP-1 esercita molteplici ed importanti effetti biologici
sull’attivita pancreatica, sulle funzioni gastrointestinali e sul
comportamento alimentare.

A concentrazioni plasmatiche fisiologiche il GLP-1 risulta essere

il pit potente stimolo peptidergico per la sintesi ed il rilascio di
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insulina da parte delle cellule B del pancreas, essendo il suo effetto
glucosio-dipendente: piu alti sono i livelli plasmatici di glucosio,
maggiore sara la produzione di insulina (Kreymann et al., 1987).
Ovviamente l'immissione in circolo di insulina ha ripercussioni sul
metabolismo dei carboidrati in quanto riduce il tasso ematico di
glucosio e, di conseguenza, inibisce il rilascio di glucagone (Drskov
C., 1992; Ritzel et al., 1995).

Nel tratto gastrointestinale il GLP-1 inibisce la secrezione acida
dello stomaco e rallenta lo svuotamento gastrico, in caso di pasti
solidi e liquidi (Wettergren et al., 1993; Naslund et al., 1999), con un
meccanismo che sembra coinvolgere, sia nell'uomo che negli animali,
le afferenze vagali (Imerytiz et al., 1997;Wettergren et al., 1997).
Probabilmente, il GLP-1 interagisce con le afferenze vagali localizzate
nella sottomucosa ed esprimenti il GLP-1R nello stesso modo in cui la
colecistochinina modula lo svuotamento gastrico (Thompson D.G.,
2000).

I1 GLP-1 svolge un’importante azione anche sulla regolazione
centrale del comportamento alimentare. Infatti, iniezioni icv di GLP-1
inibiscono l'assunzione di acqua e cibo in roditori (Turton et al.,
1996; McMahon and Wellman, 1998) ed incrementano l'espressione
del gene c-fos nel nucleo paraventricolare (Turton et al., 1996),
mentre somministrazioni icv di un antagonista del GLP-1R, come

I'exendina (9-39)amide, a ratti sazi ma non digiuni, determinano un

51



significativo incremento sia dell’appetito che del peso corporeo
(Meeran et al., 1999). Comunque, l'inibizione dell’assunzione di cibo
indotta dal GLP-1 ¢ solamente transitoria (Donahey et al., 1998).
Infatti la distruzione del GLP-1R non sembra modificare il
comportamento alimentare né di roditori transgenici né di soggetti
geneticamente obesi (Scrocchi et al., 1996; 2000). Quindi, nel caso di
roditori “knockout” il GLP-1 non € essenziale né per la regolazione

dell’appetito né per il controllo a lungo termine del peso corporeo.
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4.2.2, Grelina

4.2.2.1. GENERALITA

I “Growth-hormone secretagogues” (GHSs) sono piccole
molecole sintetiche di natura proteica e non, in grado di stimolare,
sia in vivo che in vitro, il rilascio dell’ormone della crescita (GH) dalla
ghiandola pituitaria anteriore mediante il legame con uno specifico
recettore appartenete alla famiglia dei “G-protein-coupled receptor”, il
GHS-R (Bowers C.Y., 1998). Recentemente, un nuovo ligando
endogeno del GHS-R ¢é stato isolato e caratterizzato dallo stomaco dei
Mammiferi (Kojima et al., 1999; Date et al., 2000). A tale ligando &
stato dato il nome “ghrelin”, da “ghre”, radice proto-indo-europea
della parola “growth” e “relin”, poiché mostra attivita rilasciante il GH

(Kojima et al., 1999).

4.2.2.2. STRUTTURA E SINTESI

La grelina € un piccolo peptide di sintesi di 28 aminoacidi
caratterizzato da una modificazione acilica al terzo residuo di serina
(Ser3) della catena N-terminale, essenziale per la sua attivita biologica
(Kojima et al., 1999). Isolata e caratterizzata per la prima volta nello
stomaco di ratto (Kojima et al., 1999), e successivamente in quello di
uomo (Date et al., 2000), la grelina mostra in entrambi la stessa
struttura ad eccezione di due aminoacidi in posizione 11 e 12. E’

codificata in un prepro-ormone, denominato prepro-ghrelin, in cui ¢
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possibile distinguere una regione segnale, una regione matura ed una
regione C-terminale; a seguito, poi, di modificazioni e processi post-
traslazionali, diventa peptide attivo. La modificazione acilica piu
frequente ¢ quella da acido n-octanoico (O=CO-[CHg2]s-CH3s), ma ¢
possibile rinvenire anche modificazioni da acido decanoico (O-CO-
CoH19). I recenti progressi nel campo della biologia molecolare hanno
reso possibile la purificazione e l'identificazione di un altro peptide
attivo in grado di legare il GHS-R, il des-GIn!4-Ghrelin (Hosoda et al.,
2000). Questo peptide, derivante da uno “splicing” alternativo del
gene codificante per la grelina, ¢ strutturalmente identico al peptide
gastrico, ad eccezione di un residuo di glutamina in posizione 14.
Consta, infatti, di 27 aminoacidi ma conserva la modificazione
lipidica, tanto ¢ che sembra possedere le stesse attivita ormonali della
grelina (Hosoda et al., 2000). Oltre alle forme acilate € stata
individuata anche wuna forma non-acilata di grelina, che
rappresenterebbe circa I'80-90% dell'ormone circolante (Kojima et al.,
2001). Questa forma predominante di grelina sierica sarebbe priva di
qualsiasi effetto sull’asse endocrino e sull’omeostasi energetica, data
la sua incapacita a legare ed attivare il GHS-R, ma non sarebbe
biologicamente inattiva. Infatti, la grelina non-acilata prenderebbe
parte, con la forma acilata, ad alcune azioni cardiovascolari e alla
modulazione della proliferazione cellulare (Cassoni et al., 2001;

Kojima et al., 2001). Tali effetti sono, probabilmente, da ricondursi

54



all’esistenza, nel sistema cardiovascolare e nel pancreas, di sottotipi
di GHS-R che riconoscono e legano la grelina indipendentemente
dalla presenza della modificazione lipidica, fondamentale invece per
I'attivita GH rilasciante (Cassoni et al., 2001; Baldanzi et al., 2002;

Muccioli et al., 2002).
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Sebbene sia espressa nel nucleo arcuato dell'ipotalamo (Lu et
al., 2002), nella ghiandola pituitaria (Korbonits et al., 2001) ed in
diversi tessuti periferici, quali il rene, la placenta, il pancreas ed il
surrene (Mori et al., 2000; Gualillo et al., 2001; Volante et al., 2002;
Andreis et al., 2003), il principale sito di produzione della grelina ¢ lo

stomaco (Kojima et al., 1999; Ariyasu et al., 2001). Studi
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immunoistochimici e tecniche di ibridazione in situ hanno identificato
le cellule sintetizzanti grelina in un distinto tipo cellulare endocrino,
denominato “X/A-like cells”, localizzato nell’epitelio della mucosa del
corpo e del fondo (Date et al., 2000; Dornonville de la Cour et al.,
2001; Sakata et al., 2002). Proprio in tal sede sembrerebbe implicata
nella regolazione della motilita gastrica e della secrezione acida
(Masuda et al., 2000; Date et al., 2001).

La biosintesi e la secrezione di grelina da parte dello stomaco
sono influenzate dal comportamento alimentare. Infatti, le
concentrazioni plasmatiche di grelina aumentano durante il digiuno e
decrescono nella fase post-prandiale (Cummings et al., 2001; Tschop
et al., 2001). Questo suggerisce che tale peptide, dal sito di
produzione, attraverso il circolo sistemico, veicoli al SNC segnali di
fame fungendo da potente stimolatore dell’appetito. Non sono stati
ancora identificati tutti i fattori che partecipano a questa regolazione,
ma sicuramente un ruolo chiave spetta al tasso ematico di glucosio
(Tschop et al., 2000). Infatti, & stato verificato che nei roditori la
somministrazione per via orale o intravenosa di glucosio determina
una riduzione della quantita di grelina circolante (Tschop et al.,

2000).
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4.2.2.3. EFFETTI BIOLOGICI

L’azione principale della grelina € quella di stimolare, sia in vivo
che in vitro, il rilascio dell'ormone della crescita (GH) dalla ghiandola
pituitaria anteriore mediante il legame con il GHS-R, principalmente
localizzato nell'ipofisi e nell'ipotalamo dove risiedono, come ¢ stato
detto in precedenza, i principali centri regolatori dell’appetito (Bowers
C.Y., 1998). Inducendo la secrezione di GH, la grelina partecipa
attivamente alla regolazione dell’assunzione di cibo, del metabolismo
energetico e del peso corporeo (Wren et al., 2000; Kamegai et al.,
2001; Nakazato et al., 2001). E’ risaputo, infatti, che il GH svolge
importanti funzioni metaboliche, tra cui quelle proteolitiche e
lipolitiche: quindi, un soggetto adulto con un deficit dell'ormone della
crescita presentera una ridotta massa muscolare e una tendenza
all’accumulo di depositi adiposi con conseguente obesita.

Studi inerenti la distribuzione del GHS-R hanno evidenziato la
diffusione di questo recettore non solo nel SNC, ma anche in
molteplici tessuti periferici (Guan et al., 1997). Infatti, oltre all’attivita
GH rilasciante, la grelina influenza l'asse ipotalamo-ipofisi-gonadi
stimolando il rilascio della prolattina (PRL) e del’ACTH (Arvat et al.,
1997) ed inibendo la secrezione di gonadotropine. Modula la
secrezione acida e la motilita gastrointestinale (Masuda et al., 2000),
nonché le funzioni pancreatiche esocrine ed endocrine (Zhang et al.,

2001; Date et al., 2002). Infine, influenza le performance cardiache e
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le resistenze vascolari (Bodart et al., 2002; Okumura et al., 2002) ed
inibisce la proliferazione e la sopravvivenza delle cellule neoplastiche

(Cassoni et al., 2001).
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CAPITOLO 5.

SCOPO DELLA RICERCA

Negli ultimi anni € andato accrescendosi linteresse per la
comprensione degli intimi meccanismi che presiedono al controllo
dell’assunzione di cibo ed al mantenimento dell’'omeostasi energetica
nei Mammiferi, ed ¢ stato cosi messo in risalto il complesso sistema
di interazioni che si realizza tra il SNC e la periferia (tessuto adiposo e
tratto gastroenterico). In particolare, l'intero tratto gastrointestinale
influenzerebbe la frequenza e le dimensioni dei singoli pasti, essendo
la fonte di circa una dozzina di segnali ormonali e paracrini, rilasciati
in seguito al transito di cibo e responsabili, nella quasi totalita dei
casi, dell'insorgenza della caratteristica sazieta post-prandiale. Infatti,
tali molecole attraverso le afferenze vagali o gli umori circolanti
inviano ai centri superiori di controllo informazioni inerenti la
quantita e la qualita degli alimenti presenti nel distretto digestivo, che
inevitabilmente si riflettono in un cambiamento del comportamento
alimentare, con l'interruzione dell’assunzione di cibo.

Le numerose ricerche condotte per lo pit su animali da
laboratorio, e rivolte principalmente alla caratterizzazione ed allo
studio degli effetti biologici dei molteplici peptidi ipotalamici sul
controllo dell’appetito, hanno portato alla individuazione, sia nel SNC

che nel tratto gastroenterico, di nuove sostanze coinvolte nel
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mantenimento dell’'omeostasi energetica e di un peso corporeo stabile.
La grelina, la leptina, l'orexina-A, e l'orexina-B sono i peptidi che negli
ultimi anni hanno suscitato il maggiore interesse, sebbene le attuali
conoscenze siano il risultato di studi approfonditi eseguiti per la
maggior parte sui Mammiferi. Di recente, pero, proprio in virta dei
loro effetti sul comportamento alimentare e sul bilancio energetico,
tali peptidi hanno risvegliato un considerevole interesse anche fra le
diverse classi di Vertebrati non-mammiferi. Fino ad oggi la grelina e le
orexine sono state sequenziate e caratterizzate negli Uccelli (Kaiya et
al., 2002; Ohkubo et al., 2002), negli Anfibi (Kaiya et al., 2001;
Alvarez and Sutcliffe, 2002) ed in alcuni Pesci (Alvarez and Sutcliffe,
2002; Kaiya et al., 2003a; 2003b; 2003c), mentre la leptina é stata
isolata solo in alcune specie di Uccelli (Doyon et al., 2001) e di Pesci
(Johnson et al., 2000). In alcuni lavori precedenti, immunoreattivita
alla grelina ¢ stata osservata esclusivamente in alcune aree
ipotalamiche e nel proventriglio di pollo, nonché nello stomaco di
trota (Ahmed e Harvey, 2002; Wada et al., 2003; Sakata et al., 2004);
la presenza di cellule immunoreattive alle orexine ¢ stata indagata
soltanto nel SNC di rana (Galas et al., 2001); I'immunoreattivita alla
leptina € stata investigata soltanto nello stomaco di rana, trota e
lucertola (Muruzabal et al., 2002).

Considerando che nei Mammiferi, la grelina e le orexine sono

espresse anche nei vari segmenti dell'intestino e, data la mancanza di
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dati bibliografici inerenti la presenza di leptina e GLP-1 nell'intestino
di Vertebrati non-mammiferi, ¢ sembrato interessante studiare,
mediante tecniche di immunoistochimica, la localizzazione ed il
pattern di distribuzione di cellule secernenti tali peptidi nell'intero
tratto gastroenterico di esemplari di pollo domestico (Gallus
domesticus) e di due specie di Pesci Teleostei (Dicentrarchus labrax e

Carassius auratus).
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CAPITOLO 6.

ANATOMIA DELL’APPARATO DIGERENTE DEI

PESCI

L’'apparato digerente dei Pesci ¢ topograficamente suddiviso in
quattro regioni (Harder W., 1975):
e intestino craniale (o cefalico);
¢ intestino anteriore;
¢ intestino medio;

¢ intestino posteriore.

6.1. INTESTINO CRANIALE

L’intestino craniale comprende tutti gli organi localizzati nella
regione del cranio viscerale ed € distinguibile nelle porzioni orale e
branchiale. La cavita orale contiene la lingua e i denti. La prima,
generalmente, nei pesci € scarsamente sviluppata. Essa, infatti,
essendo priva di muscolatura, costituisce una semplice protuberanza
del pavimento boccale frapposta fra le file dentali. I denti, nei pesci
predatori o carnivori possono rinvenirsi nella parte alta (denti
vomerini) e laterale (denti palatini) della cavita orale e sulle mascelle

(denti premascellari e mascellari), mentre i pesci erbivori e detritivori
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posseggono denti anche nel cavo faringeo, derivanti da formazioni
delle arcate branchiali. Il limite fra le cavita orale e branchiale non ¢é
ben definito. Gli archi branchiali si estendono ventralmente fino
all’angolo dell’'arco ioide, localizzato generalmente in corrispondenza
dell'angolo della mascella inferiore. Solitamente fra il IV ed il V arco
branchiale, in alcune famiglie di teleostei, sono alloggiati gli organi
epibranchiali, denominati anche diverticoli faringei. Si tratta di due
sacchi a fondo cieco di forma tondeggiante od elicoidale dove si
andrebbero ulteriormente a concentrare le particelle di cibo prima di

essere trasferite all’esofago (Harder W., 1975).

6.2. INTESTINO ANTERIORE

L'intestino anteriore comprende l'esofago e lo stomaco. E’
limitato anteriormente dall’apertura delle branchie e posteriormente
dal piloro. Nei pesci privi di stomaco, come i Ciprinidi, il limite
posteriore della regione ¢ dato dall’apertura del dotto biliare
nell'intestino. L'esofago € un tubo ampio, breve e rettilineo.
Microscopicamente presenta la consueta struttura dei visceri cavi,
con il susseguirsi dall'interno verso l'esterno delle tuniche mucosa,
sottomucosa, muscolare e sierosa. La mucosa dell’esofago ¢ sollevata
in pieghe longitudinali ed ¢é rivestita da un epitelio squamoso

pluristratificato nella porzione anteriore e da un epitelio cilindrico
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semplice nella porzione posteriore. E’ costituito principalmente da
cellule mucose secernenti sostanze muco-simili che conferiscono alla
parete del viscere un aspetto viscido. Al di sotto dell’epitelio si
rinviene uno strato di tessuto connettivo lasso, la lamina propria,
particolarmente ricco in vasi linfatici, sanguigni e fibre elastiche. La
muscolaris mucosae € assente, mentre la sottomucosa €
rappresentata da tessuto connettivo piuttosto denso rispetto a quello
della lamina propria. La tunica muscolare consta di muscolatura
striata nella porzione anteriore dell'esofago e di muscolatura liscia
nelle porzioni media e posteriore ed ¢ distinta in due strati: uno
interno, sottile con fibre ad andamento longitudinale, ed uno esterno,
pit spesso con fibre ad andamento circolare. Tale situazione ¢ in
singolare contrasto con le altre regioni del tratto digerente dove questi
strati ricorrono in senso inverso. Infatti, procedendo caudalmente
verso lo stomaco (o in prossimita dell'intestino medio nelle specie che
non lo presentano) la successione degli strati muscolari si ribalta. Lo
strato interno longitudinale gradualmente diviene piu sottile per poi
sparire completamente e compare un nuovo strato di muscolatura
longitudinale, esterno a quello circolare e composto da fibrocellule
muscolari lisce. Al contrario la muscolatura circolare persiste,ma
anche qui le fibre striate sono rimpiazzate da fibre lisce, potendo cosi
individuare con esattezza la zona di transizione tra la muscolatura

dell'esofago e quella dello stomaco. La tunica sierosa, infine,
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corrisponde all’epitelio del peritoneo che riveste le pareti della cavita
addominale (Hibiya T., 1982).

Lo stomaco, nei Pesci in cui esso € presente, rappresenta la
porzione caudale dell'intestino anteriore. Da un punto di vista
morfologico, lo stomaco puo presentarsi: 1. di forma rettilinea, come
nel luccio; 2. a forma di U con una branca discendente (regione
cardiale) ed una branca ascendente (regione pilorica), tipico della
maggior parte dei Teleostei e degli Elasmobranchi; 3. a forma di una
Y per la presenza di un sacco cieco in aggiunta alle regioni cardiale e
pilorica, caratteristico di alcuni Selaci e Teleostei (Harder W., 1975).

Microscopicamente € possibile distinguere le tuniche mucosa,
sottomucosa, muscolare e sierosa. La mucosa € sollevata in pieghe
piuttosto basse in corrispondenza della regione cardiale, ma destinate
ad approfondirsi verso il sacco cieco e la regione pilorica. E’ rivestita
da un epitelio cilindrico semplice, con cellule di forma pressoché
cuboidale nella regione cardiale e cellule colonnari alte nelle restanti
porzioni dello stomaco. Il nucleo € generalmente posizionato nella
regione basale della cellula ed il citoplasma apicale contiene sostanze
muco-simili. La sottostante lamina propria, costituita da uno strato
di tessuto connettivo lasso molto ben sviluppato, contiene, oltre a
numerosi vasi sanguigni e linfatici, anche le ghiandole gastriche.
L’epitelio di rivestimento di tali ghiandole &€ composto di cellule

cubiche contenenti numerosi piccoli granuli acidofili. A differenza di
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quanto riscontrato nei Mammiferi e negli Uccelli, nei Pesci non &
possibile distinguere cellule principali e cellule parietali, in quanto
tutte le cellule ghiandolari sono dello stesso tipo. La muscolaris
mucosae € assente, mentre la sottomucosa € rappresentata da un
sottile strato di tessuto connettivo lasso. La tunica muscolare ¢
composta di due strati: uno piu interno e spesso di muscolatura
circolare ed un altro relativamente piua sottile ed esterno di
muscolatura longitudinale. La sierosa corrisponde all’epitelio
peritoneale(Hibiya T., 1982).

Il piloro ¢ la porzione terminale dello stomaco. Non ¢ altro che
un ripiegamento a forma di anello della mucosa intestinale all'uscita
dello stomaco. Talvolta pud contenere anche fasci di fibre muscolari
lisce e allora diventa un vero e proprio sfintere suscettibile di
apertura e chiusura ed in grado percio di regolare il passaggio del
chimo dallo stomaco all'intestino medio (Harder W., 1975).

Nelle specie prive di stomaco (ad esempio Ciprinidi e Blennidi)
la porzione anteriore dell'intestino si dilata in vario modo, dando
luogo al bulbo intestinale, che pud essere considerato un analogo
dello stomaco almeno da un punto di vista morfologico. La mucosa
presenta delle profonde pieghe e le cellule epiteliali di rivestimento
sono alte e colonnari, sebbene prive di sostanze muco-simili ed
acidofile. Inoltre, sia la lamina propria che la muscolaris mucosae

sono chiaramente distinguibili. La sottomucosa € composta da
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tessuto connettivo lasso che solo nella regione adiacente alla

muscolaris mucosae diviene piuttosto denso (Harder W., 1975).

6.3. INTESTINO MEDIO

L'intestino medio ¢ abitualmente considerato “l'intestino
propriamente detto” sia in virtu della sua derivazione embriologica
che del suo ruolo funzionale. Infatti, in riferimento alla sua
evoluzione, ¢ la sola porzione del tratto digestivo ad essere rivestita da
un epitelio di origine endodermica, mentre, da un punto di vista
fisiologico, l'intestino medio ¢ il sito in cui si completa la digestione
chimica dell’alimento e si realizza I'assorbimento dei principi nutritivi.
La suddivisione dell'intestino in duodeno, digiuno ed ileo praticata
per i Mammiferi non puo essere applicata ai Pesci. In questa classe,
soprattutto negli esemplari carnivori ed onnivori, infatti, 'intestino ¢
molto spesso un tubo allungato e diritto che si estende per l'intera
lunghezza della cavita addominale. Quando invece €& disposto a
formare delle anse, come nelle specie litofaghe per favorire
I'assimilazione di sostanze vegetali, la disposizione di queste differisce
in modo considerevole rispetto alla situazione riportata Mammiferi
(Harder W., 1975).

Microscopicamente nell'intestino medio € possibile distinguere,

procedendo dallinterno verso l'esterno, quattro tuniche: mucosa,
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sottomucosa, muscolare e sierosa. La tunica mucosa € sollevata in
pieghe non molto rilevate. Queste possono essere longitudinali o
trasversali, rettilinee o a zig-zag. In alcuni casi possono assumere
l'aspetto di cripte oppure di papille, tali da conferire villosita alla
parete intestinale. La mucosa € a sua volta costituita da un epitelio di
tipo cilindrico semplice, particolarmente ricco in cellule mucipare, e
da una lamina propria costituita da tessuto connettivo lasso
reticolare, ricco di vasi sanguigni e linfatici, che va a formare un
sottile strato in corrispondenza delle pieghe della membrana mucosa
per poi continuarsi con la tunica sottomucosa. Questultima ¢
abbastanza sottile e consta di fasci di tessuto connettivo fibroso
disposti longitudinalmente e circolarmente. In molte specie uno
strato di tessuto connettivo denso, denominato strato compatto o
membrana compatta, separa la lamina propria dalla tunica
sottomucosa. La tunica muscolare, costituita da due strati, uno
interno circolare ed uno esterno longitudinale, continua senza subire
modificazioni quella dell'intestino anteriore. Esternamente l'intestino
medio é rivestito dall’epitelio peritoneale (Hibiya T., 1982).
Caratteristiche formazioni dell'intestino medio dei Pesci
Teleostei sono i ciechi pilorici o appendici piloriche. Si tratta di
evaginazioni digitiformi a fondo cieco della parete intestinale
localizzate in prossimita della regione pilorica, in grado di aumentare

la superficie digerente. Il loro numero ¢ estremamente variabile (da 1
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a 1000) a seconda delle specie considerata. Le appendici piloriche
presentano una struttura molto simile a quella dell'intestino vero e
proprio. Infatti, non contengono cellule o tubuli ghiandolari, né

alcuno speciale meccanismo di chiusura o sfintere (Harder W., 1975).

6.4. INTESTINO POSTERIORE

L’intestino posteriore (o retto) rappresenta la porzione terminale
del tratto digestivo, non facilmente distinguibile e talvolta
caratterizzato dalla presenza di una valvola ileo-rettale posta tra
l'intestino posteriore ed il retto. L’intestino posteriore si distingue
dalle altre porzioni intestinali per il diametro piu piccolo e la
consistenza piu soda, dovuta ad una muscolare circolare accresciuta.
La mucosa ¢ sollevata in pliche longitudinali poco profonde ed é
rivestita da un epitelio di tipo semplice e prismatico contenente
cellule mucose. La muscolaris mucosae e lo strato compatto
mancano, mentre la tunica muscolare € rappresentata da uno spesso
strato che va incontro ad un graduale assottigliamento procedendo

verso I'ano (Hibiya T., 1982).
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APPARATO DIGERENTE DEI PESCI TELEOSTEI

Intestino Anteriore-Esofago

Intestino Craniale

Intestino Anteriore-Stomaco Ciechi pilorici

Intestino Medio Intestino Posteriore
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CAPITOLO 7.

ANATOMIA DEL TRATTO GASTROENTERICO

DEGLI UCCELLI

L’apparato digerente degli Uccelli ¢ topograficamente suddiviso
in intestino cefalico, formato dalla cavita buccale e dal cavo faringeo,
ed intestino del tronco, comprendente le seguenti porzioni (Nickel et
al., 1984):

e Intestino anteriore, con I'esofago e lo stomaco;

¢ Intestino medio o intestino tenue, con duodeno, digiuno
ed ileo;

e Intestino terminale o intestino crasso, con il cieco, che €
duplice negli Uccelli, il colon molto corto e la cloaca che

esplica molteplici funzioni.

7.1. STOMACO
Negli Uccelli domestici lo stomaco € costituito da due parti
anatomicamente e funzionalmente ben distinte: lo stomaco

ghiandolare e lo stomaco muscolare.
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Proverntriglio

Proventriglio e Ventriglio
negli Uccelli domestici

— “ertriglio

7.1.1. Stomaco ghiandolare

Lo stomaco ghiandolare, o proventriglio, € un piccolo viscere
cavo posto tra l'esofago, che continua senza una precisa
delimitazione, e lo stomaco muscolare da cui € nettamente separato
da un restringimento denominato istmo. E’ situato nel settore
inferiore sinistro della cavita del corpo, con l'asse longitudinale
diretto in senso cranio-caudale, dorsoventrale e medio-laterale. E’
alloggiato in wuna nicchia del sacco peritoneale viscerale,
superiormente al fegato, sulla cui superficie dorsale determina una
propria impronta, ed in prossimita del sacco aerifero addominale
sinistro e del sacco aerifero caudale sinistro del torace. Il proventriglio
ha una forma fusata (nel pollo adulto raggiunge, infatti, una
lunghezza di 4-5 cm ed un diametro di 2 cm), con un lume ristretto e
pareti spongiose molto spesse per I'enorme sviluppo delle strutture
ghiandolari (Nickel et al., 1984). Microscopicamente presenta la

consueta struttura dei visceri cavi, con il susseguirsi, procedendo
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dallinterno verso l'esterno, delle tuniche mucosa, sottomucosa,
muscolare e sierosa. La mucosa ¢ sollevata in pieghe di altezza
variabile che raggiungono in media i 500 pm nel pollo adulto. Tali
pieghe sono state denominate “pliche” e le depressioni intercorrenti
“solchi”. Essa ¢ rivestita da un epitelio cilindrico monostratificato, le
cui cellule tendono a ridursi in altezza in direzione della base dei
solchi fino all'interno della regione basale dove si presentano di forma
pressoché cuboidale, particolarmente ricco in cellule mucipare ed in
ghiandole, distinte in tubulari semplici e tubulari composte. Le
ghiandole tubulari semplici sono pia superficiali: infatti si
prolungano al massimo entro la sottostante lamina propria. Le
ghiandole tubulari composte, invece, si approfondano sia nella
muscolaris mucosae, separandola in uno strato interno ed in uno
strato esterno, sia nella sottomucosa. Le ghiandole proventricolari
sono organizzate in numerosi lobuli, rotondi o polimorfi, per la
presenza di setti di tessuto connettivo composti da fibre collagene ed
elastiche e contenenti vasi sanguigni e nervi. Ciascun adenomero €
costituito da numerosi alveoli secernenti che confluiscono in tubuli
collettori terziari; questi, a loro volta, fanno capo a condotti secondari
che si fondono tra loro per formare pochi dotti primari che passano
attraverso le papille disseminate sulla mucosa e si aprono nel lume. I
dotti primari, secondari e terziari sono tutti rivestiti da un epitelio

cilindrico simile a quello della superficie mucosa per la presenza di
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cellule mucipare che tendono a ridursi procedendo all'interno delle
ghiandole. Nella regione del collo degli adenomeri, dove I'epitelio
cilindrico dei dotti terziari si fonde con lepitelio ghiandolare ¢&
possibile individuare un epitelio con caratteristiche intermedie tra i

precedenti.

Mucasa Dotto primario Dotto secondario

— Dotla lerziario

Rappresentazione
schematica delle
ghiandole tubulari
composte del
proventriglio di pollo

Alveala

L’epitelio ghiandolare consta di un monostrato di cellule
cuboidali o colonnari basse (a seconda del grado di attivita
funzionale), la cui altezza varia da 8 a 10 um in un soggetto adulto. Si
tratta di cellule ossinto-peptiche, in grado cioé¢ di sintetizzare e
secernere sia acido cloridrico che pepsinogeno, enzima precursore
della pepsina, combinando cosi le funzioni delle cellule parietali (od
ossintiche od acidofile) e delle cellule principali (o peptiche o
zimogeniche) dei Mammiferi. Il nucleo delle cellule ghiandolari, per lo

piu sferico od ovoidale, contiene materiale nucleare uniformemente
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granulare e piccoli raggruppamenti di cromatina. La sua posizione
allinterno della cellula varia da centrale a basale a seconda dello
stato funzionale della cellula. Infatti, dopo un digiuno di circa 24 ore
le cellule si presentano di forma cuboidale, con un nucleo basale e
con numerosi granuli di pepsinogeno; dopo il pasto, la cellula si
allunga e si assottiglia ed il nucleo si porta in posizione centrale,
essendosi notevolmente ridotto il numero di granuli liberati durante il
processo digestivo. I granuli secretori vengono poi gradualmente
ricostituiti, fino a che, dopo un periodo di diverse ore, la cellula
riacquista la sua forma e contenuto iniziali.

La tunica sottomucosa, composta da tessuto connettivo fibroso,
¢ ridotta ad un sottile strato a causa del diffuso propagarsi della
muscolaris mucosae. La muscolare ¢ ben rappresentata: ¢ possibile
distinguere uno strato interno, pit spesso, costituito da fibre
muscolari ad andamento circolare, ed uno strato esterno, molto piu
sottile di fibre muscolari lisce ad andamento longitudinale. Tra i due
strati viene a trovarsi il plesso nervoso mienterico. Esternamente c’e
un sottile strato di tessuto connettivo lasso avventiziale ed il
rivestimento peritoneale (Hodges R.D., 1974).

Nello stomaco ghiandolare, grazie alla presenza di un ambiente
decisamente acido dovuto all’acido cloridrico e alla secrezione di
pepsinogeno e mucina da parte delle ghiandole tubulari

proventricolari, ha inizio la digestione chimica delle macromolecole
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proteiche costituenti la dieta, destinata poi a completarsi nello
stomaco muscolare.

In corrispondenza dell'istmo, zona intermedia tra proventricolo
e ventricolo, si assiste ad un graduale cambiamento di struttura: le
pliche diventano piu basse, i solchi meno profondi e le ghiandole da
tipicamente proventricolari iniziano a trasformarsi in ghiandole
ventricolari. La tunica muscolare dell'istmo consta di uno spesso
strato, pit esterno, di muscolatura longitudinale, di uno spesso
strato medio di muscolatura circolare e, separato da una quasi
inesistente sottomucosa, di uno strato di muscolaris mucosae con
fibre ad andamento longitudinale dello spessore di circa la meta dello
strato circolare. Nel punto in cui I'istmo si fonde con il proventricolo,
lo strato longitudinale esterno della muscolare diventa piu sottile od
eventualmente scompare, e la muscolaris mucosae si fonde con lo
strato circolare per costituire 'ammasso principale della muscolatura

ventricolare (Hodges R.D., 1974).

7.1.2. Stomaco muscolare

Lo stomaco muscolare, o ventriglio, € un voluminoso viscere di
consistenza dura e di colore rosso. Occupa quasi completamente non
solo la porzione caudale del settore inferiore sinistro della cavita
celomatica ed oltrepassa verso destra la linea mediana. E’ in rapporto

con la faccia dorsale del lobo sinistro del fegato ed, in parte, anche

77



con il lobo destro; a destra viene a contatto, cranialmente con la
milza, caudalmente con varie parti dell'intestino, e raggiunge con il
suo contorno ventrale anche la parete ventrale dellladdome. Nella
femmina, nel periodo di ovodeposizione, assume rapporti con 'ovaio e
con le anse dell'ovidotto. Infine il sacco aerifero addominale sinistro si
adagia sulla superficie laterale destra dello stomaco muscolare e puo
anche spingersi oltre il margine dorsale, sulla faccia laterale sinistra
del ventriglio, a meno che questultima non prenda aderenza,
mediante tessuto connettivo, con la parete addominale. La forma e la
composizione del ventriglio variano a seconda della specie e del tipo
di dieta. Negli Uccelli ad alimentazione prevalentemente vegetale
(insettivori, erbivori e granivori) lo stomaco muscolare si presenta a
forma di lente bincovessa con una muscolatura molto ben sviluppata.
Invece, negli Uccelli per lo piu carnivori che si nutrono quindi di cibo
abbastanza morbido, il ventriglio € un sacco a pareti piu sottili, a
volte difficilmente distinguibile a colpo d’occhio dallo stomaco
muscolare. In particolare, nel ventriglio dei gallinacei, quindi uccelli
granivori, si possono distinguere un corpo, a pareti spesse, costituito
da una parte dorsale ed una parte ventrale, e due sacchi ciechi, uno
craniale ed uno caudale, a pareti sottili. Le due parti del corpo del
ventriglio sono costituite da uno strato molto spesso di muscolatura
liscia, di colore rosso cupo tendente al violaceo. Le fibre di questo

complesso muscolare, denominato muscoli laterali, originano dai
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cosiddetti centri tendinei, di natura connettivale e lucentezza
madreperlacea, situati sulle superfici laterali e circondano i contorni
dorsale e ventrale del corpo dello stomaco. La tonaca interna dello
stomaco muscolare € separata da quella dello stomaco ghiandolare,
in particolar modo nel pollo, da un anello di mucosa che prende il
nome di zona intermedia. In questa zona € possibile rinvenire del
tessuto linforeticolare e solo poche cripte con epitelio secernente
(Nickel et al., 1984).

La superficie interna del ventriglio ¢ delimitata da una mucosa
con epitelio cilindrico semplice, la quale presenta rilievi in forma di
creste, disposte in fila. Nella sottostante lamina propria sono
contenute le ghiandole tubulari; queste variano da specie a specie,
possono presentarsi isolate o in gruppi e sboccano in superficie.
Vengono considerate omologhe alle ghiandole piloriche dei
Mammiferi, nonostante assolvano ad una funzione completamente
diversa. Il loro secreto, emesso in continuazione, indurisce in
superficie formando sopra l'epitelio della mucosa una patina spessa e
dura, di natura glicoproteica, indicata come strato di coilina (o strato
cheratinoide). Detto strato, nella regione del centro tendineo € liscio,
mentre presenta delle creste longitudinali nella restante parte del
corpo dello stomaco e creste trasversali in corrispondenza dei sacchi

ciechi (Hodges R.D., 1974).
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Nel ventriglio non solo si completa la digestione delle proteine,
iniziata nel proventriglio, ma, si realizza principalmente la digestione
fisica del cibo: infatti, le lamine raschianti e la considerevole
muscolatura hanno il compito di triturare e sminuzzare a fondo sia il
materiale alimentare, rendendolo cosi disponibile all’azione degli
enzimi digestivi intestinali, che i grani duri. Questa azione dello
stomaco masticatore ¢ efficacemente potenziata dai sassolini che
vengono normalmente introdotti dagli Uccelli granivori.

Non lontano dal punto di passaggio dello stomaco ghiandolare
nello stomaco muscolare, sul lato destro, si trova I'antrum pilorico,
una piccola dilatazione che mette in comunicazione il ventriglio con il
duodeno. L’antrum pilorico ¢ strutturalmente molto simile allo
stomaco muscolare per quanto riguarda l'organizzazione della
mucosa, mentre per gli strati di origine mesenchimale si osserva

un’organizzazione piu vicina al duodeno (Hodges R.D., 1974).
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7.2. INTESTINO

Nel canale intestinale degli Uccelli, come in quello dei
Mammiferi, si distinguono due parti principali: l'intestino tenue e
lintestino crasso. Anche mnegli Uccelli, inoltre, caratteristiche
morfologiche permettono di suddividere l'intestino tenue in tre parti
tipiche: duodeno, digiuno ed ileo. Diversa, invece, ¢ la conformazione
dell'intestino crasso. Al riguardo si deve segnalare l'esistenza di due
intestini ciechi, uno dei quali, molto corto e non suddiviso, si
continua nel colon. Forma e funzione delle diverse parti dell'intestino
variano a seconda della specie. Cido ¢ dovuto a differenze individuali,
di razza e di eta, e al tipo di alimentazione, infatti nei gallinacei la
lunghezza complessiva dell'intestino varia da 165 a 230 cm (Nickel et

al., 1984).

7.2.1 Intestino tenue

I1 duodeno inizia dal piloro dello stomaco muscolare e forma, in
tutti gli Uccelli domestici, una lunga ansa ad U molto caratteristica,
con un tratto discendente ed uno ascendente a decorso rettilineo e
parallelo uniti da una striscia di mesentere, il legamento pancreatico-
duodenale che va esaurendosi nel pancreas. La branca discendente ¢
addossata inizialmente alla superficie laterale destra dello stomaco
muscolare ed alla superficie dorsale del lobo destro del fegato, segue

poi, adagiata sulle anse del digiuno, la parete addominale ventrale in
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direzione caudale che si incurva a sinistra lungo il contorno caudale
dello stomaco muscolare e qui, descrivendo un arco acuto, si
continua nella branca dorsale ascendente, situata a destra. Anche
questa contrae rapporti con la superficie dorsale del fegato poi, in
vicinanza del testicolo o dell'ovaio destro, si piega e, dopo aver
descritto un arco intorno al rene craniale destro, si continua nel
digiuno. I duodeno € mantenuto in situ, oltre che dalla lamina
sierosa tesa tra le due branche e derivante dal meso dorsale, da un
legamento diretto allo stomaco muscolare e dal legamento epato-
duodenale, che fissa la branca ascendente all'ilo del fegato e nel quale
passano le vie biliari. In genere come limite tra duodeno e digiuno
viene indicato quel punto del canale intestinale in cui la branca
ascendente si piega ad arco, da sinistra a destra, caudalmente
all’arteria mesenterica craniale.

Il digiuno, anche negli Uccelli, ¢ il tratto di intestino che ha la
maggiore lunghezza: nel pollo raggiunge approssimativamente i 105
cm. Data la sua lunghezza, il digiuno occupa la maggior parte della
meta caudale destra della cavita del corpo. Ha rapporti di vicinanza
con lo stomaco, la milza, il lobo destro del fegato e nella femmina, nel
periodo di deposizione delle uova, anche con l'ovaio e con le anse
dell’ovidotto. Appariscente € la disposizione, diversa da specie a
specie, delle anse digiunali che vengono a formarsi in relazione

all’accrescimento in lunghezza di questo segmento intestinale. In
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particolare, nei Gallinacei ci sono 10-11 anse intestinali, grandi e
piccole che sono fissate, in un arco di tre quarti di cerchio, al margine
di un esteso meso-digiuno, lamina mesenteriale che contiene il tronco
digiunale. Il limite tra digiuno ed ileo €& indicato dall’attacco dei
legamenti ileo-cecali, che uniscono i ciechi, per tutta la loro
lunghezza, con Tlileo. Pertanto nel pollo la lunghezza dellileo
corrisponde allincirca alla lunghezza degli intestini ciechi.

L’ileo viene distinto dal digiuno in base alle caratteristiche
morfologiche prima ricordate. Questo tratto del tubo intestinale, a
decorso quasi rettilineo, inizia ventralmente alla cloaca, decorrendo
sopra l'ansa duodenale e fiancheggiato sui due lati dagli intestini
ciechi ai quali € unito dai legamenti ileocecali. All'altezza delle gonadi
descrive un arco aperto caudalmente e rivolto dorsalmente a sinistra,

quindi sbocca nell'intestino crasso (Nickel et al., 1984).

7.2.2 Intestino crasso

L'intestino crasso degli Uccelli, o colo-retto, ¢ la porzione
terminale dell'intestino, compresa tra la valvola ileo-cecale e la cloaca.
Risulta costituito, come gia detto, dal duplice cieco e dal colon:
quest'ultimo ¢ il tratto piu breve di tutto l'intestino e, provvisto di uno
sfintere cloacale ben sviluppato, sbocca nella prima parte dilatata ad

ampolla della cloaca, cio¢ nel coprodeo.
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I ciechi, lunghi circa 12-25 cm nel pollo, iniziano con
un’apertura, resa stretta da una piega della mucosa, situata nel
limite tra ileo e intestino terminale. Uniti allilleo dai legamenti
ileocecali gia ricordati, nel pollo si dirigono, per un breve tratto,
dapprima cranialmente, poi si incurvano in direzione caudale e
raggiungono, con le loro estremita libere, la regione della cloaca. I loro
rapporti con i visceri circostanti corrispondono a quelli gia descritti
per lileo. Negli intestini ciechi dei Gallinacei si possono distinguere
tre porzioni, meglio evidenti quando detti visceri siano in stato di forte
replezione: il cieco prossimale, il cieco medio ed il cieco distale. Il
cieco prossimale, corto e stretto, € rivestito esternamente dal
peritoneo e da una tunica avventiziale di connettivo lasso. Segue, una
lamina muscolare alquanto sviluppata e composta di uno strato piu
esterno e sottile con fibre ad andamento longitudinale e di uno strato
piu interno e spesso di fibre ad andamento circolare, tra i quali €
possibile individuare un plesso nervoso ben sviluppato. La
sottomucosa € limitata ad un sottile strato eccetto dove ricorrono i
vasi sanguigni ed i nervi. La muscolaris mucosae ¢ poco sviluppata e
consta solo di un piccolo fascio di fibre circolari. La membrana
mucosa costituisce circa i 2/3 dello spessore totale della parete: i villi
sono ben sviluppati sia in lunghezza che in larghezza, ma le cripte del
Lieberkhun sono poco profonde. All'interno della tunica propria, sia

alla base che dentro i villi € possibile rinvenire diversi aggregati
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linfoidi. Il cieco medio si presenta di forma allungata, con un lume
ampio e pareti sottili data la presenza di materiale fecale.
Microscopicamente presenta grossomodo la stessa struttura del cieco
prossimale, ad eccezione della tunica mucosa. Infatti, la muscolaris
mucosae puo essere distinta in uno strato interno circolare ed uno
esterno con fibre ad andamento longitudinale od obliquo; i villi sono
corti € smussati e la tunica propria sottostante contiene solo pochi
noduli linfoidi. Il cieco distale, breve e a forma di vescicola allargata,
possiede normalmente il diametro maggiore rispetto alle precedenti
porzioni, anche se la struttura della muscolare, della sottomucosa e
della muscolaris mucosae ricalca le descrizioni precedenti. I villi sono
accorciati e smussati per lincrementata distensione delle pareti
ciecali. Piccoli aggregati linfoidi ricorrono sia nella tunica propria che
nella sottomucosa: in questa seconda localizzazione essi tendono a
deformare la muscolaris mucosae.

Il colon appare, anche in considerazione della sua ampiezza,
come la diretta continuazione dell'ileo ed ¢ fissato, nel suo decorso,
ventralmente alla colonna vertebrale mediante un corto meso nel
quale decorrono un ramo piuttosto grosso della vena porta, la vena
coccigo-mesenterica e I'arteria mesenterica caudale; sbocca infine nel
coprodeo.

La cloaca rappresenta la parte terminale dell'intestino e riceve,

inoltre, le porzioni terminali dell'apparato genito-urinario. Partendo
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dal colon e procedendo posteriormente, si distinguono tre camere,
separate l'una dall’altra da pieghe anulari contrattili. La prima
porzione, dilatata ad ampolla, ¢ il coprodeo dove arrivano e si
fermano temporaneamente le feci provenienti dall'intestino terminale.
La seconda parte, meno ampia, viene chiamata urodeo. In questa
porzione sboccano, in entrambi i sessi, gli ureteri; inoltre, nel
maschio si aprono i due dotti deferenti, mentre nella femmina sbocca,
mediante un orificio a fessura piuttosto ampio, l'ovidotto di sinistra.
Nella terza porzione della cloaca, il proctodeo, negli Uccelli acquatici
maschi si trova un organo paragonabile al pene dei Mammiferi; nel
pollo in questa stessa sede esiste, invece, una piccola sporgenza della
mucosa. Inoltre, nella parete dorsale del proctodeo si apre la borsa di
Fabrizio, organo linforeticolare destinato a regredire fino a
trasformarsi in un residuo fibroso atrofico, una volta raggiunta la
maturita sessuale (Nickel et al., 1984).

Nella struttura generale dell'intestino si distinguono,
procedendo dall’esterno verso l'interno, le tuniche sierosa, muscolare,
sottomucosa e mucosa. La sierosa € costituita da un sottile strato di
tessuto connettivo lasso, contenente alcune esigue fibre elastiche,
nonché vasi sanguigni e nervi la dove esso si ispessisce per formare il
mesentere. La tunica muscolare consta di uno strato interno circolare
molto ben sviluppato e di uno strato esterno longitudinale

decisamente poco evidente, separati da tessuto connettivo contenente
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fibre elastiche, vasi sanguigni ed un plesso nervoso ben sviluppato
corrispondente al plesso di Auerbach dei Mammiferi. La sottomucosa
¢ cosi scarsamente sviluppata da essere quasi inesistente. Essa
consta di uno strato molto sottile di tessuto connettivo che separa la
muscolare esterna dalla muscolaris mucosae. La sua presenza risulta
evidente solo dove i corpi cellulari del plesso nervoso sottomucoso
(corrispondente al plesso di Meissner dei Mammiferi) aumentano in
modo considerevole il loro spessore. La muscolaris mucosae non €
ben sviluppata, essendo circa dello stesso spessore dello strato di
muscolatura longitudinale esterna nel piccolo intestino, e addirittura
meno spessa di questo nel grosso intestino e nei ciechi. Risulta
costituita da fibre muscolari ad andamento longitudinale per tutta la
lunghezza dell'intestino ad eccezione dei ciechi, dove € possibile
distinguere due strati: uno piu esterno, longitudinale ed uno piu
interno, circolare od obliquo. La tunica mucosa € sollevata in pliche
longitudinali e fornita di prolungamenti digitiformi, i villi, che
differiscono considerevolmente nel numero, nella forma e nella
grandezza a seconda del segmento intestinale in cui si trovano. Tra i
villi si aprono le cripte del Lieberkuhn, brevi e semplici dotti tubulari,
ad andamento leggermente sinuoso,che occupano la maggior parte
della tunica propria. Il resto della tunica propria, che va poi a formare
il corion del villo, consta di tessuto connettivo lasso, contenente molte

fibre reticolari, vasi sanguigni e linfatici, nervi e aggregati linfoidi.
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L’epitelio di rivestimento della mucosa ¢ di tipo cilindrico semplice, in
cui € possibile individuare le cellule parietali (o principali), le cellule
caliciformi mucipare, e le cellule enterocromalffini. Tali tipi cellulari
sono prodotti alla base delle cripte per mitosi per migrare poi,
gradualmente, verso le pareti delle cripte e dei villi ed essere, infine,
riversate nel lume dall’'apice dei villi. Percio le forme mitotiche
possono essere frequentemente rinvenute alla base delle cripte, per
divenire rare o completamente assenti verso la sommita dei villi.

La cloaca € interamente rivestita da un epitelio cilindrico
semplice molto simile a quello che tappezza il grosso intestino. Nel
coprodeo forma dei villi bassi ed appiattiti alla base dei quali si
aprono delle cripte del Lieberkhun molto brevi. All'interno dell'urodeo
la mucosa si allarga in una serie di piccole pieghe irregolari, separate
da solchi obliqui e longitudinali, ma non sembrano essere presenti
villi veri e propri. A livello del proctodeo la natura dell’epitelio cambia
abbastanza rapidamente: le grosse cellule caliciformi sono
completamente perdute e lepitelio diventa colonnare alto. In
corrispondenza del dotto della Borsa di Fabrizio questo cambiamento
dell’epitelio si associa ad un cambiamento anche nella struttura delle
cripte: esse diventano ghiandole tubulari ramificate e vanno costituire
la cresta linfoghiandolare di Jolly. Un ulteriore cambiamento
dell’epitelio si rinviene in corrispondenza dello sfintere anale. Infatti,

prima si trasforma in epitelio squamoso stratificato, poi, nel punto di
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passaggio sui margini dell'orifizio diventa una cute tipicamente

cornificata (Hodges R.D., 1974).
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TRATTO GASTROENTERICO DEGLI UCCELLI

Ventriglio

Intestino Tenue Ciechi pilorici

Colon Cloaca
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CAPITOLO 8.

MATERIALI E METODI

8.1. ANIMALI ED ALLESTIMENTO DEI CAMPIONI

Tra le specie aviarie, per la seguente ricerca sono stati utilizzati
esemplari di Gallus domesticus di circa tre mesi di eta e di entrambi i
sessi, acquistati presso un allevamento locale. Il tratto gastroenterico,
rapidamente prelevato dopo aver sacrificato gli animali previa
anestesia con etere dietilico e successiva recisione della vena
giugulare, € stato sezionato in piccoli campioni ottenuti dai seguenti
segmenti: proventriglio, ventriglio, duodeno, digiuno, ileo, ciechi e
colo-retto.

Oggetto della stessa ricerca sono stati anche Pesci Teleostei
adulti, di ambo i sessi, di Carassius auratus e Dicentrarchus labrax,
acquistati presso un allevamento locale. Queste due specie di Pesci
differiscono per habitat, conformazione anatomica del tratto
gastroenterico e comportamento alimentare. Infatti, il Carassius
auratus, tipico teleosteo d’acqua dolce appartenente alla famiglia dei
Ciprinidi, manca dello stomaco e presenta un segmento intestinale
molto lungo e ripiegato; inoltre, da un punto di vista alimentare, ¢ un

pesce onnivoro, che si nutre di inVertebrati di fondo, larve di insetti e,
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scarsamente, di vegetali. Il Dicentrarchus labrax, teleosteo d’acqua
salata appartenente alla famiglia dei Serranidi, presenta, invece, un
comparto gastrico ben sviluppato, appendici piloriche ed un tratto
intestinale particolarmente breve, ed inoltre €, da un punto di vista
alimentare, un pesce tipicamente carnivoro che si ciba
esclusivamente di piccoli inVertebrati ed altri pesci.

Ciascun animale €& stato anestetizzato in 0.1% di etile 3-
aminobenzoato metansufonato (MS-222, Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, U.S.A) e sacrificato recidendo la spina dorsale alla base
del cranio. Il tratto gastroenterico € stato, quindi, rapidamente
prelevato e sezionato in campioni di piccole dimensioni. Negli
esemplari di Dicentrarchus labrax, forniti, a differenza del Carassius
auratus, di un vero e proprio stomaco, si € proceduto al sezionamento
del comparto gastrico suddividendolo in porzione cardiale, sacco cieco
e porzione pilorica. In tutti gli animali, invece, il segmento intestinale
¢ stato suddiviso in anteriore , medio e posteriore. Successivamente,
campioni di uguale lunghezza ottenuti da ciascun segmento, sono
stati sezionati lungo l'asse cranio-caudale e risciacquati in soluzione
salina per allontanare il contenuto ivi presente.

I tessuti, lavati in soluzione salina per rimuovere il contenuto,
sono stati immediatamente fissati in liquido di Bouin (15 ml di una
soluzione acquosa satura di acido picrico; 5 ml di formalina al 10%; 1

ml di acido acetico glaciale) per 7-24 ore a temperatura ambiente,
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disidratati in concentrazioni crescenti di etanolo (dall’etanolo a 70°
fino all’etanolo assoluto per circa mezz'ora/un’ora, a seconda dello
spessore dei campioni) e lasciati in metilbenzoato per le successive 24
ore. Dopo un passaggio in benzene e benzene-paraffina per
complessive 2 ore, sono stati inclusi in paraffina a 60° (due passaggi
in stufa sottovuoto di circa 1 ora ciascuno), lasciati solidificare a
temperatura ambiente, e tagliati al microtomo in modo da ottenere
sezioni di 7p di spessore. Quindi le fettine sono state montate su
vetrini porta-oggetto con albumina glicerinata e lasciate ad essiccare
per una notte mediante incubazione in stufa a 37°.

I vetrini cosi allestiti sono stati utilizzati sia per colorazioni
istologiche, per wuna descrizione morfologica generale dei vari
segmenti dell'apparato gastroenterico, sia per reazioni di

immunoistochimica.

8.2. IMMUNOISTOCHIMICA

Per Tlimmunoistochimica & stato wutilizzato il metodo
perossidasi-antiperossidasi (PAP) secondo Sternberger (1986).
Antisieri primart:
1. Antisiero policlonale ottenuto in coniglio e diretto
contro la sequenza C-terminale della grelina di ratto (H-031-31;

Phoenix Pharmaceuticals; Belmont, CA, USA);
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2. Antisiero policlonale ottenuto in coniglio e diretto
contro un frammento della catena C-terminale della leptina
umana (A-20: sc-842; Santa Cruz Biotech., CA);

3. Antisiero policlonale ottenuto in capra e diretto
contro un frammento della catena C-terminale del GLP-1
umano (C-17: sc-7782; Santa Cruz Biotech., CA);

4. Antisiero policlonale ottenuto in capra e diretto
contro un frammento della catena C-terminale della Orexina-A
umana (C-19: sc-8070; Santa Cruz Biotech., CA);

5. Antisiero policlonale ottenuto in capra e diretto
contro un frammento della catena C-terminale della Orexina-B
umana (C-19: sc-8071; Santa Cruz Biotech., CA);

Antisieri secondari:

1. Antisiero policlonale ottenuto in capra per le IgG di coniglio
(GAR; Z 0421; Dako Corporation, Calif.,USA);

2. Antisiero policlonale ottenuto in coniglio per le IgG di capra
(RAG; 305-005-003; Jackson Immunoresearch Laboratories;
West grove, Pa., USA);

Complesso perossidasi-antiperossidasi (PAP):
» Antisiero di IgG ottenuto in coniglio coniugato con la PAP
(PAP rabbit; Z 0113; Dako Corporation, Calif.,USA);
» Antisiero di IgG ottenuto in capra coniugato con la PAP (PAP

goat; B 0157; Dako Corporation, Calif.,USA).
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Sieri normali:
o Siero normale di capra (NGS; S-1000; Vector
Laboratories, Burlingame, Calif., USA);
o Siero normale di coniglio (NRS; 011-000-001;
Jackson Immunoresearch Laboratories; West grove, Pa.,

USA);

Procedimento:

Le sezioni sono state deparaffinate mediante immersione in
xilene (due passaggi di circa 10’ ciascuno), reidratate attraverso il
passaggio in concentrazioni decrescenti di etanolo (100°; 95°; 85°
75°; 70°) e poi in acqua distillata, quindi sono state trattate secondo il
seguente protocollo:

1. Forno a microonde, per smascherare i siti
antigenici, con tampone citrato (0.01 M sodium citrate buffer,
pH 6.0, per 10" a 750W), solo per le sezioni da incubare con
leptina e GLP-1 (Reynolds et al., 1994);

2. acqua ossigenata al 3%, per 20 minuti a
temperatura ambiente, per bloccare l'attivita delle perossidasi
endogene;

3. lavaggi in PBS (Phosphate buffer saline) 0.01 M, a

pH 7.3-7.4, per circa 15 minuti a temperatura ambiente;
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4. siero normale, NGS o NRS, diluito 1:5 per 30" a
temperatura ambiente;

5. anticorpo primario diluito 1:750 (grelina); 1:50
(leptina); 1:300 (GLP-1); 1:500 (orexina-A/orexina-B) lasciato
per circa 18 ore al buio in camera umida (+ 4°);

6. antisiero secondario, GAR o RAG, diluito 1:50 per

30’ a temperatura ambiente;

7. lavaggi in PBS per circa 15 minuti a temperatura
ambiente;
8. complesso perossidasi-antiperossidasi (PAP) in

coniglio o capra (a seconda dell’anticorpo primario) diluito

1:100 per 30’ a temperatura ambiente.

La reazione della perossidasi € stata, quindi, visualizzata con
una soluzione costituita da 10ug di 3-3° diaminobenzidine
tetrahydrocloride (DAB; Sigma; D 5905) disciolti in 15ml di Tris
buffer a pH 7.6, contente 1.5ml di acqua ossigenata allo 0.03%,
lasciata per 30’/45’ a temperatura ambiente ed al buio.

La specificita delle reazioni & stata testata: 1) sostituendo l'anticorpo
primario od il secondario od il complesso PAP con PBS (controllo
negativo); 2) incubando l'anticorpo primario con tessuti conosciuti

come positivi ai vari anticorpi utilizzati (controllo positivo); 3)
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adsorbendo l'anticorpo primario con una quantita in eccesso di
antigene omologo (50 mg/ml) o di antigene eterologo (100 mg/ml).

Le sezioni cosi colorate sono state, infine, disidratate in
concentrazioni crescenti di etanolo, montate con Balsamo di Canada
ed osservate al microscopio ottico Leitz Aristoplan, equipaggiato con

una fotocamera digitale Leica DC300F.
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CAPITOLO 9

RISULTATI

9.1. GRELINA

9.1.1. Gallus domesticus

Cellule immunopositive alla grelina sono state osservate nello
strato mucoso di tutti i segmenti del tratto gastrointestinale
esaminati: proventricolo, duodeno, digiuno, ileo, ciechi e coloretto.

Numerose cellule, intensamente immunoreattive, sono state
riscontrate in corrispondenza dei lobuli ghiandolari del proventricolo
(Fig. 1A); al contrario, poche cellule positive, con un’intensa
immunoreattivita limitata alla regione basale del citoplasma, sono
state trovate a livello della zona basale delle pliche del proventricolo
(Fig. 1B, E). La maggior parte di queste cellule si sono presentate di
piccole dimensioni e di forma rotondeggiante, e percid sono state
denominate “cellule di tipo chiuso” (Fig. 1C); altre cellule, meno
numerose, hanno mostrato, invece, una forma leggermente allungata
ed un processo citoplasmatico in contatto con il lume, tanto € che
sono state definite “cellule di tipo aperto” (Fig. 1D).

Nel duodeno molte cellule immunoreattive alla grelina, sia di
tipo aperto che di tipo chiuso, sono state osservate nell’epitelio delle

cripte e lungo i villi intestinali (Fig. 2A, B, E). Procedendo verso le
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porzioni distali dell'intestino, il numero di cellule positive ¢ andato
progressivamente riducendosi. Infatti, poche cellule immunoreattive,
per lo piu di tipo chiuso, sono state trovate nell’epitelio delle cripte
del digiuno e dell'ileo (Fig. 2C). Ancor meno numerose sono state le
cellule positive alla grelina riscontrate nelle cripte del grosso
intestino. Esse si sono presentate per lo piu di tipo chiuso e di forma

triangolare (Fig. 2D).

9.1.2. Dicentrarchus labrax

Immunoreattivita alla grelina € stata rinvenuta sia nello
stomaco che nei vari segmenti intestinali, sebbene il maggior numero
di cellule positive sia stato osservato nella mucosa gastrica.

Diverse cellule intensamente immunoreattive alla grelina e di
forma allungata, sono state osservate nella porzione superiore delle
pieghe epiteliali e delle ghiandole gastriche della regione cardiale (Fig.
3A). La positivita a volte ha interessato singoli corpi cellulari, altre
volte piccoli gruppi di due o tre elementi. Nel cieco gastrico numerose
cellule positive sono state riscontrate in corrispondenza delle
ghiandole gastriche. Talvolta queste cellule hanno mostrato un lungo
processo citoplasmatico, fortemente immunoreattivo, in contatto con
la lamina basale (Fig. 3B). Inoltre, sia nella porzione cardiale che nel
cieco gastrico, sono state osservate rare fibre nervose immunoreattive

alla grelina, localizzate negli strati di muscolatura longitudinale e
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circolare, nonché nel plesso mienterico € nel plesso sottomucoso,
soprattutto in prossimita di vasi sanguigni. II maggior numero di
cellule intensamente immunoreattive alla grelina ¢ stato, pero,
osservato in corrispondenza della porzione pilorica, lungo il margine
superiore delle pieghe gastriche (Fig. 3C). Alcune di queste cellule, di
forma grossolanamente ovoidale, hanno mostrato un processo basale
a diretto contatto con l'asse connettivale delle pieghe gastriche.
Sempre in questa porzione, piccoli neuroni positivi e fibre
immunoreattive sono state osservate nel plesso mienterico, in
prossimita di strutture vascolari.

Procedendo caudalmente, verso i ciechi pilorici, l'intestino
anteriore e l'intestino medio, le cellule immunoreattive alla grelina
sono diventate progressivamente meno numerose. Tali cellule sono
state osservate nell’epitelio di rivestimento dei villi mostrando nella
quasi totalita dei casi una forma allungata, tipica delle cellule
endocrine, con un caratteristico terminale bottoniforme intensamente
reattivo (Fig. 3D, E; Fig. 4A, B). Inoltre, in questi segmenti €& stata
riscontrata immunoreattivita di piccoli neuroni e fibre nervose nel
plesso mienterico in corrispondenza dei vasi sanguigni. Rare cellule
immunoreattive alla grelina sono state riscontrate nei villi intestinali
dell'intestino posteriore. Talvolta queste cellule hanno mostrato una
intensa immunoreattivita localizzata ad entrambi i processi

citoplasmatici, basale ed apicale. Sono, infine, risultate positive
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anche sottili fibre nervose del plesso mienterico e della muscolatura

longitudinale (Fig. 4C).

9.1.3. Carassius auratus

Immunoreattivita alla grelina € stata riscontrata in tutto il
segmento intestinale. In particolare, nell'intestino anteriore, rare e
diffuse cellule immunoreattive alla grelina sono state osservate alla
base delle pieghe della mucosa intestinale (Fig. 5B). Alcune di queste
cellule, sebbene di forma piu allungata e sottile rispetto a quelle
rinvenute nel Dicentrarchus labrax, hanno mostrato comunque uno o
due processi citoplasmatici. Quando sono risultati visibili entrambi, il
processo basale era sottile e a stretto contatto con la lamina basale,
mentre quello apicale era piu allungato, munito di un terminale
bottoniforme e proteso verso il lume (Fig. 5D). Data la localizzazione
profonda nell’ambito della mucosa, molto spesso ¢ stato possibile
osservare solamente una porzione del processo apicale. Inoltre in
questo segmento ¢ stata rilevata immunoreattivita anche di alcune
fibre nervose, soprattutto in prossimita di gangli negativi
appartenenti al plesso mienterico (Fig. 5C). Meno numerose e diffuse
sono state, invece, le cellule positive riscontrate in corrispondenza
dell'intestino medio e dell'intestino posteriore. In questi segmenti, ne
il plesso mienterico, né la sottomucosa hanno mostrato fibre nervose

immunoreattive alla grelina.
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9.2. LEPTINA

9.2.1. Gallus domesticus

Cellule immunoreattive alla leptina sono state osservate
nell'intero tratto gastroenterico esaminato. In particolare, nello
stomaco ghiandolare ¢ stata riscontrata una diffusa ed intensa
immunoreattivita nell’epitelio di rivestimento delle pliche mucose (Fig.
6A). Le cellule epiteliali positive si sono presentate sottili ed allungate,
con l'accumulo di  materiale citoplasmatico fortemente
immunoreattivo nella porzione apicale. Oltre che nell’epitelio muco-
secernente, un discreto numero di cellule immunoreattive alla leptina
¢ stato rinvenuto anche nell’epitelio delle ghiandole tubulari
composte (Fig. 6B). In tale sede sono risultate positive sia cellule
secernenti colonnari basse, identificate con le cellule ossinto-
peptiche, sia cellule tipicamente endocrine, per la caratteristica forma
sottile ed allungata e per la presenza di un prolungamento
citoplasmatico a contatto con il lume (Fig. 6C, D).

Nel duodeno numerose cellule immunoreattive alla leptina sono
state riscontrate lungo tutto l'epitelio di rivestimento dei villi (Fig. 7A).
Tali cellule, si sono presentate di forma cilindrica, alte e strette, con
una intensa immunoreattivita localizzata alla porzione apicale (Fig.
7C). Altre cellule positive, meno numerose rispetto alle precedenti,
sono state rinvenute nella porzione basale delle ghiandole (Fig. 7B). Si

sono presentate di forma grossolanamente ovoidale, leggermente
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allungata, con un prolungamento a contatto con il lume. Sulla base
delle caratteristiche morfologiche, il primo tipo cellulare ¢ stato
identificato con le cellule principali, il secondo con cellule endocrine.
Allo stesso modo, procedendo caudalmente, verso il digiuno e lileo, &
stata osservata una diffusa ed intensa immunoreattivita delle cellule
epiteliali principali lungo tutto l'asse del villo, mentre, le cellule
endocrine positive sono apparse meno numerose € debolmente
reattive (Fig. 7D). Nei ciechi ¢ stato rinvenuto un discreto numero di
cellule positive sia lungo l'asse dei villi che in corrispondenza della
porzione basale delle ghiandole (Fig. 7E, F, G). Le cellule endocrine,
seppure con una reattivita meno intensa, hanno mostrato una
morfologia grossomodo sovrapponibile a quelle descritta nei
precedenti segmenti del tratto gastroenterico a differenza delle cellule
epiteliali che si sono mostrate pitt basse e tozze. Infine, verso le
porzioni distali del grosso intestino, sono state rinvenute solo rare
cellule endocrine positive, debolmente reattive, nelle strutture

ghiandolari profonde (Fig. 7H, I).
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9.2.2. Dicentrarchus labrax

Elementi cellulari, corpi neuronali e fibre nervose
immunoreattive alla leptina sono state osservate nell'intero tratto
gastroenterico di spigola.

Nella porzione cardiale dello stomaco una diffusa ed intensa
immunoreattivita € stata rilevata in corrispondenza della porzione
basale delle ghiandole gastriche (Fig. 8A, B). Un discreto numero di
cellule positive ¢ stato rinvenuto anche nell’epitelio di rivestimento
delle pliche mucose. Tali cellule distribuite lungo il margine delle
pliche ed addensate in corrispondenza della sommita delle stesse, si
sono presentate di forma grossolanamente ovoidale ed allungata (Fig.
8C). Inoltre, verso la porzione basale delle pliche sono state osservate
diverse cellule immunoreattive alla leptina, sempre di tipo endocrino,
ma piu piccole delle precedenti e di forma per lo piti tondeggiante
(Fig. 8D). Inoltre, € risultato positivo anche un discreto numero di
fibre nervose che corrono nello strato circolare della tunica muscolare
(Fig. 8E). Nel cieco gastrico, il numero di cellule endocrine positive si
¢ ridotto, cosi come la densita di fibre nervose immunoreattive nella
circolare; inoltre, in questa porzione, rare fibre positive sono state
rinvenute nella tunica sottomucosa. Nella regione pilorica
I'immunoreattivita si ¢ limitata a poche fibre della sottomucosa e a

qualche neurone del plesso mienterico (Fig. 8F).
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Nei segmenti intestinali il pattern di distribuzione della
immunoreattivita, ristretta a fibre e a corpi cellulari nervosi, ¢ stato
grossomodo sovrapponibile. Infatti, sono state rinvenute numerose
fibre, intensamente reattive alla leptina, negli strati circolare e
longitudinale della tunica muscolare e nel plesso mienterico (Fig. 9A,
B). Inoltre, nel plesso mienterico ¢ stato osservato anche qualche

corpo neuronale positivo.

9.2.3. Carassius auratus

In questa specie 'immunoreattivita alla leptina, limitata a fibre
nervose € a pochi elementi cellulari dell’epitelio mucoso, ha mostrato
un medesimo pattern di distribuzione nell'intero segmento
intestinale. Infatti, sia nell'intestino anteriore che in quello medio e
posteriore, fibre intensamente reattive alla leptina sono state
riscontrate nelle tuniche sottomucosa e muscolare (Fig. 9C). In
particolare, nella sottomucosa € stato osservato un discreto numero
di fibre immunoreattive alla leptina; il maggior numero di fibre
positive € stato rinvenuto nello strato longitudinale della muscolare
(Fig. 9D), mentre decisamente scarse sono state le fibre
immunoreattive riscontrate nello strato circolare. Oltre alla
immunoreattivita delle fibre nervose, nei segmenti anteriore e medio,

sono risultate positive anche poche cellule dell’epitelio di rivestimento

105



dei villi. Tali cellule si sono presentate strette ed allungate e

particolarmente concentrate lungo la sommita dei villi (Fig. 9E).

9.4. OREXINE

9.4.1. Gallus domesticus

Nel tratto gastroenterico di Gallus domesticus
I'immunoreattivita all'orexina-A e alla orexina-B € stata decisamente
ubiquitaria.

Numerose cellule intensamente immunoreattive all’orexina-A
sono state osservate nell'epitelio di rivestimento delle ghiandole
tubulari del proventriglio (Fig. 12A). Tali cellule si sono presentate per
lo pit di forma tondeggiante; solo raramente hanno mostrato un
prolungamento citoplasmatico in contatto con il lume. In entrambi i
casi, comunque, in virtu della localizzazione e delle caratteristiche
morfologiche si € trattato di cellule tipicamente endocrine.

Nel piccolo intestino I'immunoreattivita ¢ andata scemando.
Infatti, nel duodeno sono state riscontrate rare e piccole cellule
tondeggianti immunoreattive all'orexina-A in corrispondenza della
porzione profonda delle ghiandole tubulari (Fig. 12B). Nell'ileo e nel
digiuno le cellule positive all’'orexina-A sono diventate rarissime: in
tali segmenti I'immunoreattivita € stata osservata in corrispondenza

dell’epitelio di rivestimento ghiandolare ed alla base dei villi. Nel
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grosso intestino, infine, diverse cellule immunoreattive all’'orexina-A
sono state rinvenute esclusivamente nell’epitelio di rivestimento dei
villi dei ciechi. La maggior parte si ¢ presentata di forma
rotondeggiante, alcune, soprattutto in corrispondenza della sommita
dei villi, di forma allungata (Fig. 12C).

Immunoreattivita all'orexina-B €& stata osservata soltanto
nell'ileo e nel cieco. Rare cellule positive all'orexina-B, di forma
tondeggiante e di piccole dimensioni, sono state rinvenute nell’epitelio
di rivestimento dei villi e nella porzione profonda delle ghiandole
tubulari dell'ileo (Fig. 12D). 11 maggior numero di cellule positive &
stato pero rinvenuto nel cieco. Tali cellule, per lo pit di forma
allungata, sono state osservate nell’epitelio ghiandolare e nell’epitelio

di rivestimento dei villi (Fig. 12E, F).

9.4.2. Dicentrarchus labrax

Cellule immunoreattive alla orexina-A sono state osservate
nello strato mucoso dello stomaco e dei vari segmenti intestinali.

Diverse cellule positive, per lo piu di forma tondeggiante o
leggermente ovalare, sono state riscontrate nella porzione superiore e
nel terzo medio delle pieghe mucose della regione cardiale (Fig. 13A,
B, C); il maggior numero di cellule immunoreattive all’'orexina-A €
stato, pero, rilevato in corrispondenza delle strutture ghiandolari

della porzione pilorica (Fig. 13D). Tali cellule si sono presentate di
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forma allungata e sottile con un terminale slargato (bottoniforme),
intensamente reattivo, che contatta il lume (Fig. 13E). Inoltre, negli
strati longitudinale e circolare della tunica muscolare sono state
rinvenute sottili fibre nervose e qualche neurone positivo.

Nell'intestino anteriore, numerose cellule immunoreattive
allorexina-A sono state osservate maggiormente nella porzione
medio-basale dell’epitelio di rivestimento dei villi (Fig. 14A). Tutte le
cellule positive hanno mostrato di possedere un lungo prolungamento
citoplasmatico, fortemente reattivo, rivolto in alcuni casi verso il
lume, ed in altri verso la lamina basale. Procedendo caudalmente, il
numero di cellule immunoreattive all’'orexina-A ¢ andato decisamente
scemando. Sia nell'intestino medio che nel posteriore, sono state
osservate rare cellule positive, per lo piu di forma allungata, nella
porzione basale dell’epitelio di rivestimento dei villi (Fig. 14B, C). Nel
segmento medio sono stati, inoltre, evidenziati diversi neuroni e fibre
nervose reattive del plesso mienterico, sempre in corrispondenza di
strutture vascolari; qualche fibre positiva ¢ stata rinvenuta anche
nello strato circolare della tunica muscolare.

Immunoreattivita all’'orexina-B € stata rinvenuta nell'intero
tratto gastroenterico. In particolare, sia nella regione cardiale che nel
cieco gastrico, sono state osservate diverse cellule positive,
concentrate all’apice e/o lungo il margine dell’epitelio di rivestimento

delle pieghe mucose (Fig. 15A). Alcune si sono presentate

108



tondeggianti od ovalari, altre di forma allungata con wun
prolungamento citoplasmatico fortemente reattivo rivolto verso il
lume gastrico (Fig. 15B). Il maggior numero di cellule immunoreattive
allorexina-B € stato rinvenuto in corrispondenza della regione
pilorica, soprattutto lungo il margine delle pieghe mucose (Fig. 15C).
Anche in questa porzione dello stomaco, alcune cellule hanno
mostrato una forma grossolanamente tondeggiante, altre piu
allungata.

Una discreta immunoreattivita all'orexina-B € stata osservata
anche nell'intestino anteriore. Diverse cellule positive, per lo piu di
forma tondeggiante, sono state rinvenute nella porzione basale
dell’epitelio di rivestimento dei villi (Fig. 16A). Nei segmenti medio e
posteriore sono state osservate rare cellule immunoreattive
all'orexina-B nell’epitelio mucoso alla base dei villi € qualche neurone
positivo nella tunica sottomucosa e nel plesso mienterico (Fig. 16B,

C).

9.4.3. Carassius auratus

Nei segmenti intestinali di Carassius auratus € stata osservata
immunoreattivita di corpi cellulari e fibre nervose ad entrambe le
orexine.

Nell'intestino anteriore un discreto numero di cellule positive

all'orexina-A ¢ stato rinvenuto alla base dell’epitelio di rivestimento di
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villi (Fig. 17A). Tali cellule si sono presentate in maggior numero di
forma allungata, con un prolungamento a contatto con il lume (Fig.
17B). Nei segmenti medio e posteriore le cellule immunoreattive
all'orexina-A sono divenute decisamente piu rare, tanto che a volte &
stato possibile rilevare solamente degli apici cellulari. Nell'intero
intestino ¢ stata rilevata una certa immunoreattivita di fibre nervose
e di corpi gangliari, in corrispondenza sia dello strato circolare della
tunica muscolare che del plesso mienterico (Fig. 17C).
L'immunoreattivita all’'orexina-B ha ricalcato grossomodo la
distribuzione descritta per l'orexina-A. Infatti, diverse cellule positive,
con un prolungamento a contatto con il lume, sono state osservate
alla base dell’epitelio di rivestimento mucoso dell'intestino anteriore
(Fig. 18A) Procedendo caudalmente, I'immunoreattivita all’orexina-B &
divenuta meno evidente, riuscendo a rilevare solamente degli apici
cellulari. Anche per l'orexina-B ¢ stata rilevata un certo grado di
immunoreattivita sia di corpi gangliari che di sottili fibre nervose
nello strato longitudinale della tunica muscolare e nel plesso

mienterico (Fig. 18B, C).
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9.3. GLUCAGON-LIKE PEPTIDE-1 (GLP-1)

9.3.1. Gallus domesticus

Cellule immunoreattive al GLP-1 sono state osservate
esclusivamente nellileo superiore e nellileo inferiore del tratto
gastroenterico di Pollo. Infatti, né il proventriglio, né gli altri segmenti
del piccolo e del grosso intestino hanno mostrato immunoreattivita
degli elementi cellulari o delle fibre nervose.

Nell'ileo superiore un discreto numero di cellule uniformemente
immunoreattive al GLP-1 ¢ stato rinvenuto nella porzione basale delle
ghiandole tubulari (Fig. 10A). La maggior parte delle cellule si sono
presentate strette ed allungate, con un prolungamento a contatto con
il lume contenente molteplici piccoli granuli positivi (Fig. 10B),
mentre altre sono apparse piu piccole, di forma ovoidale,
tondeggiante o talvolta anche triangolare, e con un citoplasma
densamente reattivo (Fig. 10C). Rare cellule immunoreattive sono
state rinvenute anche lungo l'epitelio mucoso dei villi. Tali cellule si
sono presentate strette ed allungate, e munite di un duplice
prolungamento citoplasmatico: uno basale, a stretto contatto con la
membrana basale, ed uno apicale a contatto con il lume (Fig. 10D).
Verso lileo inferiore, il numero di cellule positive €& andato
decisamente aumentando. Molto numerose, infatti, sono state le
cellule endocrine immunoreattive osservate in corrispondenza della

regione basale delle ghiandole (Fig. 10E). Il tipo cellulare ricorrente
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con maggiore frequenza € stato quello triangolare o allungato, munito
di un processo citoplasmatico che contatta il lume ghiandolare.
Inoltre, sono risultate immunoreattive, anche se in numero inferiore
rispetto alle precedenti, diverse cellule dell’epitelio di rivestimento
mucoso dei villi (Fig. 10F). Queste cellule, talvolta hanno mostrato
una forma allungata con un prolungamento basale ed uno apicale,

altre volte una forma grossolanamente tondeggiante.

9.3.2. Dicentrarchus labrax

Nel Dicentrarchus labrax immunoreattivita al GLP-1, limitata
alle fibre nervose e a pochi elementi cellulari, ¢ stata osservata solo
nel distretto intestinale. In particolare, nell'intestino anteriore e
nell'intestino medio sono risultate fortemente immunoreattive
numerose fibre del plesso mienterico e della muscolare (Fig.A, B).
Decisamente scarsa ¢ risultata l'immunoreattivita delle fibre
nell'intestino posteriore. Inoltre, nei segmenti distali sono state
rinvenute rare cellule positive di forma allungata e munite di un
duplice prolungamento, uno rivolto verso il lume, l'altro verso la

lamina basale (Fig. 11C, D).
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9.3.3. Carassius auratus

Nel Carassius auratus Tl'immunoreattivita al GLP-1 ha
interessato esclusivamente corpi neuronali e fibre nervose. Infatti,
soprattutto nell'intestino medio, sono stati osservati un discreto
numero di neuroni positivi e numerose fibre nervose, fortemente
reattive al GLP-1, in corrispondenza del plesso mienterico (Fig. 11E).
Procedendo verso l'intestino posteriore sono risultate immunoreattive
solamente rare fibre disposte nello strato circolare della tunica

muscolare.
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TAVOLA 1 (A-E). CELLULE IMMUNOREATTIVE ALLA

GRELINA NEL PROVENTRIGLIO DI GALLUS
DOMESTICUS.

Fig. A (x80), B (x150). Cellule immunoreattive alla grelina nello
strato mucoso alla base dei lobuli ghiandolari.

Fig. C (x260). Cellule immunoreattive alla grelina di tipo chiuso nella
zona basale delle pliche.

Fig. D (x450). Cellule immunoreattive alla grelina di tipo aperto, di
forma affusolata, con un processo citoplasmatico apicale a contatto
con il lume.

Fig. E (x220). Cellule immunoreattive alla grelina di tipo chiuso,
prive di connessione con il lume, di forma arrotondata e con una
intensa immunoreattivita localizzata nella regione basale del

citoplasma.
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TAVOLA 2
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TAVOLA 2 (A-E). CELLULE IMMUNOREATTIVE ALLA

GRELINA NEL PICCOLO E NEL GROSSO INTESTINO DI
GALLUS DOMESTICUS.

Fig. A (x60). Cellule immunoreattive alla grelina nelle cripte del
duodeno.

Fig. B (x130). Cellule immunoreattive alla grelina lungo i villi del
duodeno.

Fig. C (x300). Cellule immunoreattive alla grelina di tipo chiuso nelle
cripte del digiuno.

Fig. D (x280). Cellule immunoreattive alla grelina di tipo chiuso e di
forma triangolare nelle cripte del colo-retto.

Fig. E (x220). Duodeno. Cellule di tipo aperto e di forma allungata,

con un processo citoplasmatico apicale a contatto con il lume.
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TAVOLA 3
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TAVOLA 3 (A-E). CELLULE IMMUNOREATTIVE ALLA

GRELINA NELLO STOMACO DI DICENTRARCHUS
LABRAX.

Fig. A (x220). Cellule immunoreattive alla grelina di forma allungata
nella porzione superiore delle pieghe epiteliali della regione cardiale.
Fig. B (x220). Cellule immunoreattive alla grelina di forma allungata,
con un prolungamento fortemente immunoreattivo a contatto con la
lamina basale nelle ghiandole del cieco gastrico.

Fig. C (x130). Cellule immunoreattive alla grelina di forma ovoidale
lungo il margine superiore delle pieghe gastriche della regione
pilorica.

Fig. D (x220), E (x220). Cellule immunoreattive alla grelina di forma

allungata nei ciechi pilorici.
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TAVOLA 4
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TAVOLA 4 (A-C). CELLULE IMMUNOREATTIVE ALLA
GRELINA NELL'INTESTINO DI DICENTRARCHUS
LABRAX.

Fig. A (x300). Cellule immunoreattive alla grelina di forma allungata,
con un processo citoplasmatico a contatto con il lume dell'intestino
anteriore.

Fig. B (x260). Cellule immunoreattive alla grelina di forma allungata,
con un terminale bottoniforme intensamente reattivo lungo i villi
dell'intestino medio.

Fig. C (x280). Neuroni e fibre nervose immunoreattivi alla grelina nel

plesso mienterico intestinale.
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TAVOLA 5
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TAVOLA 5 (A-C). CELLULE IMMUNOREATTIVE ALLA
GRELINA NELL'INTESTINO DI CARASSIUS AURATUS

Fig. A (x150). Cellule immunoreattive alla grelina di forma allungata
alla base delle pieghe mucose dell'intestino anteriore.

Fig. B (x300). Fibre nervose reattive alla grelina in prossimita di
gangli negativi del plesso mienterico nell'intestino anteriore.

Fig. C (x350). Cellula immunoreattiva alla grelina di forma allungata,
munita di un sottile processo basale a contatto con la lamina basale e
di un processo apicale, caratterizzato da un terminale bottoniforme

proteso verso il lume.
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TAVOLA 6
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TAVOLA 6 (A-D). CELLULE IMMUNOREATTIVE ALLA

LEPTINA NEL PROVENTRIGLIO DI GALLUS
DOMESTICUS

Fig. A (x220). Cellule immunoreattive alla leptina, sottili ed allungate
nell’epitelio muco-secernente del proventriglio.

Fig. B (x130). Cellule immunoreattive alla leptina nell’epitelio delle
ghiandole tubulari composte del proventriglio.

Fig. C (x300). Cellule ossinto-peptiche immunoreattive alla leptina,
di forma colonnare bassa, nell’epitelio delle ghiandole tubulari
composte del proventriglio.

Fig. D (x450). Cellule endocrine immunoreattive alla leptina, di
forma sottile ed allungata, con un prolungamento citoplasmatico a
contatto con il lume, nell’epitelio delle ghiandole tubulari composte

del proventriglio.
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TAVOLA 7 (A-I). CELLULE IMMUNOREATTIVE ALLA
LEPTINA NELL'INTESTINO DI GALLUS DOMESTICUS

Fig. A (x240). Cellule immunoreattive alla leptina lungo l'epitelio di
rivestimento dei villi del duodeno.

Fig. B (x220). Cellule endocrine immunoreattive alla leptina, di forma
ovoidale ed allungata, nella porzione basale dell’epitelio ghiandolare
del duodeno.

Fig. C (x300). Cellule principali immunoreattive alla leptina ,di forma
cilindrica, alte e strette, nell’epitelio di rivestimento dei villi del
duodeno.

Fig. D (x400). Cellule principali e cellule endocrine immunoreattive
alla leptina nell’epitelio di rivestimento dei villi del digiuno e dell'ileo.
Fig. E (x180). Cellule principali immunoreattive alla leptina, basse e
tozze, lungo l'epitelio di rivestimento dei villi dei ciechi.

Fig. F (x220). Cellule immunoreattive alla leptina nella porzione
basale delle ghiandole dei ciechi.

Fig. G (x300). Cellula immunoreattiva alla leptina, di forma ovoidale
ed allungata, nella porzione basale delle ghiandole dei ciechi.

Fig. H (x300). Cellule immunoreattive alla leptina nelle strutture
ghiandolari profonde del grosso intestino.

Fig. I (x450). Cellula immunoreattiva alla leptina, di forma allungata

e sottile nelle strutture ghiandolari profonde del grosso intestino.
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TAVOLA 8 (A-F). CELLULE IMMUNOREATTIVE ALLA

LEPTINA NELLO STOMACO DI DICENTRARCHUS
LABRAX

Fig. A (x150), B (x300). Ghiandole gastriche uniformemente reattive
alla leptina nella regione cardiale dello stomaco.

Fig. C (x220). Cellule immunoreattive alla leptina, di forma ovoidale
ed allungate, lungo la sommita dell’epitelio di rivestimento delle
pliche mucose nella regione cardiale dello stomaco.

Fig. D (x220). Cellule immunoreattive alla leptina, di forma
tondeggiante, nella porzione basale delle pliche mucose nella regione
cardiale dello stomaco.

Fig. E (x220). Fibre nervose immunoreattive alla leptina nello strato
circolare della tunica muscolare della regione cardiale dello stomaco.
Fig. F (x220). Neuroni immunoreattivi alla leptina nel plesso

mienterico della regione pilorica dello stomaco.
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TAVOLA 9 (A-E). CELLULE IMMUNOREATTIVE ALLA

LEPTINA NELL'INTESTINO DI DICENTRARCHUS
LABRAX E DI CARASSIUS AURATUS

Fig. A (x130). Fibre nervose intensamente reattive alla leptina nella
tunica muscolare e nel plesso mienterico dell'intestino di
Dicentrarchus labrax.

Fig. B (x300). Fibre nervose immunoreattive alla leptina nello strato
circolare della tunica muscolare dell'intestino di Dicentrarchus labrax.
Fig. C (x300). Fibre nervose intensamente reattive alla leptina nelle
tuniche sottomucosa e muscolare dell'intestino di Carassius auratus.

Fig. D (x200). Fibre nervose immunoreattive alla leptina nello strato
longitudinale della tunica muscolare dell'intestino di Carassius
auratus.

Fig. E (x220). Cellula immunoreattiva alla leptina, stretta ed
allungata, nella porzione apicale dell’epitelio di rivestimento dei villi

intestinali.
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TAVOLA 10 (A-F). CELLULE IMMUNOREATTIVE AL
GLP-1 NELL'INTESTINO DI GALLUS DOMESTICUS

Fig. A (x180). Cellule immunoreattive al GLP-1 nella porzione basale
delle ghiandole tubulari dell'ileo superiore.

Fig. B (x80). Cellule immunoreattive al GLP-1, strette ed allungate,
con un prolungamento a contatto con il lume nell’epitelio ghiandolare
dell'ileo superiore.

Fig. C (x160). Cellula immunoreattiva al GLP-1, di forma triangolare,
allungata, con un prolungamento a contatto con il lume contenente
piccoli granuli positivi nell’epitelio ghiandolare dell'ileo superiore.

Fig. D (x130). Cellula immunoreattiva al GLP-1, stretta, allungata,
con un prolungamento apicale a contatto con il lume ed un
prolungamento basale a contatto con la lamina basale, nell’epitelio
mucoso dei villi dell'ileo superiore.

Fig. E (x80). Cellule immunoreattive al GLP-1, di forma allungata,
con un prolungamento citoplasmatico che contatta il lume, nella
porzione basale delle ghiandole tubulari dell'ileo inferiore.

Fig. F (x80). Cellule immunoreattive al GLP-1, di forma allungata,

nell’epitelio mucoso dei villi dellileo inferiore
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TAVOLA 11 (A-E). CELLULE IMMUNOREATTIVE AL

GLP-1 NELL'INTESTINO DI DICENTRARCHUS LABRAX E
DI CARASSIUS AURATUS

Fig. A (x120). Fibre nervose intensamente reattive al GLP-1 nella
tunica muscolare e nel plesso mienterico dell'intestino medio di
Dicentrarchus labrax.

Fig. B (x300). Fibre nervose immunoreattive al GLP-1 nel plesso
mienterico dell'intestino medio di Dicentrarchus labrax.

Fig. C (x240). Cellula immunoreattiva al GLP-1, di forma allungata
con un prolungamento citoplasmatico a contatto con il lume,
nell’epitelio ghiandolare dell'intestino posteriore di Dicentrarchus
labrax.

Fig. D (x300). Cellula immunoreattiva al GLP-1, di forma allungata
con un prolungamento apicale rivolto verso il lume ed un
prolungamento basale a contatto con la lamina basale nell'intestino
posteriore di Dicentrarchus labrax.

Fig. E (x140). Fibre nervose immunoreattive al GLP-1 nel plesso

mienterico dell’intestino medio di Carassius auratus.
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TAVOLA 12 (A-E). CELLULE IMMUNOREATTIVE ALLE

OREXINE NEL TRATTO GASTROENTERICO DI GALLUS
DOMESTICUS

Fig. A (x200). Cellule immunoreattive all'orexina-A, di forma
tondeggiante ed allungata, nell’epitelio di rivestimento delle ghiandole
tubulari composte del proventriglio.

Fig. B (x300). Cellule immunoreattive all'orexina-A, di forma
tondeggiante, nella porzione profonda delle ghiandole tubulari del
duodeno.

Fig. C (x240). Cellule immunoreattive all'orexina-A, di forma
allungata, nell’epitelio di rivestimento dei ciechi.

Fig. D (x240). Cellule immunoreattive all'orexina-B, di forma
tondeggiante ed allungata nella porzione profonda delle ghiandole
tubulari dell’ileo.

Fig. E (x130). Cellule immunoreattive all'orexina-B, di forma
allungata e con un prolungamento citoplasmatico a contatto con il
lume, nell’epitelio ghiandolare dei ciechi.

Fig. F (x130). Cellula immunoreattiva all’'orexina-B, stretta ed

allungata nell’epitelio di rivestimento mucoso dei ciechi.
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TAVOLA 13 (A-E). CELLULE IMMUNOREATTIVE

ALL’OREXINA-A NELLO STOMACO DI DICENTRARCHUS
LABRAX

Fig. A (x300). Cellule immunoreattive all'orexina-A di forma
tondeggiante nella porzione superiore e nel terzo medio delle pieghe
mucose della regione cardiale.

Fig. B (x350) e C (x350). Cellule immunoreattive all’'orexina-A di
forma grossolanamente ovalare ed allungata, con un processo a
contatto con il lume nella regione cardiale

Fig. D (x130). Cellule immunoreattive all’'orexina-A nelle strutture
ghiandolari della regione pilorica.

Fig. E (x130). Cellule immunoreattive all'orexina-A di forma
allungata e sottile con un terminale slargato, intensamente reattivo,

che contatta il lume.
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TAVOLA 14 (A-C). CELLULE IMMUNOREATTIVE

ALL’OREXINA-A NELL'INTESTINO DI DICENTRARCHUS
LABRAX

Fig. A (x220). Cellule immunoreattive all'orexina-A nella porzione
medio-basale dell’epitelio di rivestimento dei villi del segmento
anteriore.

Fig. B (x240). Cellule immunoreattive all'orexina-A nella porzione
basale dell’epitelio di rivestimento dei villi del segmento medio.

Fig. C (x130). Cellule immunoreattive all'orexina-A munite di un
prolungamento apicale, a contatto con i lume, e di un
prolungamento basale, a contatto con la lamina basale, fortemente

reattivi.
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TAVOLA 15 (A-C). CELLULE IMMUNOREATTIVE

ALL’'OREXINA-B NELLO STOMACO DI DICENTRARCHUS
LABRAX

Fig. A (x350). Cellule immunoreattive all’orexina-B lungo il margine e
all’apice dell’epitelio di rivestimento delle pieghe mucose della regione
cardiale.

Fig. B (x200). Cellule immunoreattive all'orexina-B di forma
tondeggiante ed allungata, con un prolungamento citoplasmatico
fortemente reattivo a contatto con il lume nelle pieghe mucose della
regione cardiale.

Fig. C (x220). Cellule immunoreattive all'orexina-B lungo il margine

delle pieghe mucose della regione pilorica.
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TAVOLA 16 (A-C). CELLULE IMMUNOREATTIVE

ALL’OREXINA-B NELL'INTESTINO DI DICENTRARCHUS
LABRAX

Fig. A (x200). Cellule immunoreattive all’'orexina-B nella porzione
basale dell’epitelio di rivestimento dei villi dell'intestino anteriore.

Fig. B (x220). Neurone immunoreattivo all’'orexina-B nella tunica
sottomucosa dei segmenti intestinali distali.

Fig. C (x140). Neurone immunoreattivo all’orexina-B nel plesso

mienterico dei segmenti intestinali distali.
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TAVOLA 17 (A-C). CELLULE IMMUNOREATTIVE

ALL’'OREXINA-A NELL'INTESTINO DI CARASSIUS
AURATUS

Fig. A (x180). Cellule immunoreattive all'orexina-A nella porzione
basale dell’epitelio di rivestimento dei villi dell'intestino anteriore.

Fig. B (x400). Cellula immunoreattiva all'orexina-A di forma
allungata, con un prolungamento a contatto con il lume nei villi
dell'intestino anteriore.

Fig. C (x300). Corpo neuronale e fibre nervose immunoreattive
allorexina-B nello strato circolare della muscolare e nel plesso

mienterico dell'intestino.
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TAVOLA 18 (A-C). CELLULE IMMUNOREATTIVE

ALL’'OREXINA-B NELL'INTESTINO DI CARASSIUS
AURATUS

Fig. A (x240). Cellule immunoreattive all'orexina-B di forma
allungata, con un processo citoplasmatico a contatto con il lume, alla
base dell’epitelio di rivestimento dei villi dell'intestino anteriore.

Fig. B (x220). Neurone immunoreattivo all’'orexina-B nello strato
longitudinale della tunica muscolare dell'intestino.

Fig. C (x280). Neurone immunoreattivo all’orexina-B nel plesso

mienterico dell'intestino.
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CAPITOLO 10.

DISCUSSIONE

Le attuali conoscenze sulla regolazione dell’appetito e dell'omeostasi
energetica nei Vertebrati non-mammiferi sono decisamente limitate e
si basano fondamentalmente su quanto riportato in letteratura per i
Mammiferi. Infatti, anche per i differenti gruppi di Vertebrati non-
mammiferi € stato descritto un centro superiore di controllo
dell’assunzione di cibo comprendente specifici nuclei ipotalamici, e
due principali sistemi periferici: un sistema a breve termine ed un
sistema a lungo termine. Il primo coinvolge diversi peptidi regolatori
sintetizzati nel tratto gastrointestinale, che oltre a modulare le attivita
locali (motilita e secrezione dell’apparato digestivo) sarebbero in grado
di inviare segnali di sazieta all'ipotalamo, determinando l'interruzione
del pasto (es. colecistochinina, bombesina e GLP-1), il secondo
coinvolge principalmente la leptina, un ormone proteico sintetizzato
dagli adipociti e rilasciato in relazione allo stato dei depositi adiposi,
che fornirebbe al SNC informazioni sulla disponibilita di energia
metabolizzabile e sul bilancio energetico globale dell’'organismo (per
una review vedi Jensen J., 2001). Nella presente ricerca si €
evidenziata una similitudine nel pattern di distribuzione

immunoistochimica dei peptidi coinvolti nei due sistemi nelle due
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classi di Vertebrati non-mammiferi studiate. I risultati di tali
localizzazioni, inoltre, oltre a fornire i primi dati completi di una
presenza di tali peptidi nell'apparato gastroenterico di Uccelli e Pesci
Teleostei, hanno evidenziato una discreta conformita con quelle
descritte in letteratura per i Mammiferi. Si procede, quindi, a

discutere analiticamente tali risultati per ogni singolo peptide.

10.1. GRELINA

Per tale ricerca ¢ stato utilizzato un anticorpo policlonale,
ottenuto in coniglio e diretto contro la regione C-terminale della
grelina di ratto. Poiché la grelina di pollo possiede circa il 54% di
sequenza nucleotidica identica a quella di ratto e uomo (Kaiya et al.,
2002), questo anticorpo sicuramente cross-reagisce con la grelina di
pollo.

La presenza di cellule immunoreattive alla grelina nello strato
mucoso dei diversi segmenti del tratto digestivo di pollo contraddice
quanto riportato in un recente lavoro da Ahmed ed Harvey (2002) che
hanno riscontrato immunoreattivita alla grelina solamente in alcune
aree ipotalamiche ma non nel proventricolo, nello stomaco muscolare,
nell'ileo e nel colon. Probabilmente la difformita di risultati ottenuta
nei due studi € da attribuire all'utilizzo di anticorpi diversi. Infatti,
entrambi gli anticorpi interagiscono con la regione C-terminale della

grelina di ratto, ma mentre quello impiegato nella presente ricerca
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risulta essere specifico per metodiche di immunoistochimica, quello
utilizzato da Ahmed e Harvey é indicato per la radioimmunoassay
(RIA). In ogni caso, la presenza di grelina nel cervello e nel tratto
gastrointestinale di pollo fa supporre che essa possa agire sia da
neuropeptide che da ormone gastrointestinale.

I1 maggior numero di cellule immunoreattive alla grelina € stato
osservato principalmente nel proventriglio, corrispondente al fondo
dello stomaco nei Mammiferi, e nel duodeno. Procedendo verso i
segmenti piu distali dell'intestino questa immunoreattivita ¢ andata
progressivamente scemando sia in termini numerici che di intensita.
Tali risultati possono essere perfettamente sovrapponibili a quanto
riportato precedentemente in alcuni studi eseguiti sul tratto digestivo
di ratto e di uomo. Infatti, Kojima et al. (1999) and Date et al. (2000)
hanno riscontrato immunoreattivita alla grelina principalmente a
livello della mucosa ossintica del fondo gastrico, e, anche in questo
caso, il numero di cellule immunoreattive tende a ridursi man mano
che ci si sposta dal piccolo verso il grosso intestino. Percio €
verosimile che, come nel ratto e nell'uomo, anche nel pollo la grelina
possa influenzare diverse funzioni gastrointestinali, quali la motilita e
la secrezione acida dello stomaco, ed agire sulla ghiandola pituitaria
anteriore attraverso il circolo sistemico, partecipando alla regolazione
della secrezione dell'ormone della crescita ed all’assunzione di cibo.

Proprio in virta del pattern di distribuzione e delle caratteristiche
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morfologiche delle cellule immunoreattive alla grelina nel pollo, €
probabile che esse corrispondano allo stesso tipo cellulare endocrino
dei Mammiferi. Infatti, Kojima et al. (1999) and Date et al. (2000)
hanno anche caratterizzato le cellule sintetizzanti grelina nel tratto
gastroenterico di ratto e di uomo attraverso studi ultrastrutturali e
metodiche di immunoistochimica. Sia la localizzazione che le
caratteristiche ultrastrutturali delle cellule immunoreattive alla
grelina, hanno indicato che esse corrispondono alle “X/A-like cells”,
popolazione cellulare particolarmente rappresentata nella mucosa
ossintica di entrambe le specie (circa il 20%), ma il cui ruolo
fisiologico €& tutt'oggi ancora da accertare. Comunque, per quanto
riguarda il pollo, sono necessarie ulteriori indagini per identificare
con certezza il tipo cellulare specifico secondo la corrente
classificazione (Solcia et al., 2000), sebbene le popolazioni e la
distribuzione delle cellule endocrine nei visceri dei volatili siano del
tutto sovrapponibili con la situazione descritta nei Mammiferi
(Rawdon and Andrew, 1999).

Bisogna inoltre considerare che le cellule immunoreattive alla
grelina nel tratto gastroenterico di pollo si sono presentate di due tipi,
aperte e chiuse, proprio come ¢ stato descritto in precedenza nel
tratto gastrointestinale di ratto (Sakata et al., 2002). 1l tipo cellulare
aperto, di forma allungata e con un processo citoplasmatico in

contatto con il lume ghiandolare ¢, da un punto di vista funzionale,
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influenzato da informazioni luminali quali il contenuto nutrizionale
degli alimenti ed il ph. Le cellule di tipo chiuso, per lo piu di forma
rotondeggiante e prive di ogni contatto con il lume ghiandolare, sono
funzionalmente modulate da ormoni, fattori locali, stimolazioni
nervose e distensioni meccaniche (Lewin KdJ, 1986; Solcia et al.,
2000). II numero di cellule di tipo aperto € andato gradualmente
riducendosi, spostandosi dallo stomaco ghiandolare verso le porzioni
piu distali dell'intestino; le cellule di tipo chiuso sono risultate la
popolazione cellulare piu rappresentata nei vari segmenti del tratto
gastroenterico di pollo. Quindi, la presenza di entrambi i tipi cellulari
e la loro diversa distribuzione nelle varie regioni del tratto
gastroenterico di pollo, fa supporre non solo che la secrezione di
grelina in questo distretto sia regolata da molteplici e differenti
fattori, ma che ogni segmento svolga un ben preciso e distinto ruolo
funzionale.

Anche nel Dicentrarchus labrax il maggior numero di cellule
immunoreattive alla grelina € stato osservato nel comparto gastrico,
soprattutto in corrispondenza del sacco cieco con un significativo
incremento di densita in direzione della regione pilorica. Procedendo
dallintestino anteriore verso i segmenti piua distali, questa
immunoreattivita € andata decisamente scemando in termini
numerici. Allo stesso modo, nel Carassius auratus, teleosteo privo di

un vero e proprio comparto gastrico, le cellule immunoreattive alla
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grelina sono state rinvenute in maggior numero in corrispondenza
dell’ intestino anteriore che da luogo al bulbo intestinale, considerato,
almeno da un punto di vista morfologico, un analogo dello stomaco.
Tali risultati sono in perfetto accordo con quanto descritto in
precedenza per i Mammiferi (Koijma et al., 1999; Date et al., 2000),
con i risultati ottenuti sul pollo nel presente lavoro ed in parte con un
recentissimo studio di Sakata et al., volto alla identificazione di
cellule sintetizzanti grelina nello stomaco di trota iridea
(Oncorhynchus mykiss) (Sakata et al., 2004). Anche in questa specie il
maggior numero di cellule immunoreattive alla grelina ¢ stato
rinvenuto in corrispondenza del cieco gastrico con un graduale
incremento verso la porzione pilorica. La differente densita di cellule
positive in queste due regioni gastriche, riscontrata nella spigola e
nella trota iridea, potrebbe essere legata alle caratteristiche
qualitative delle razioni alimentari. Infatti, sebbene i serranidi al pari
dei salmonidi siano pesci carnivori, i carboidrati sono ampiamente
utilizzati nella formulazione delle razioni alimentari destinate agli
esemplari in allevamento intensivo, in quanto considerati una
importante fonte di energia a buon mercato. Dal momento che la
digestione e l'assorbimento dei glucidi avvengono principalmente in
corrispondenza della regione pilorica, ¢ probabile che Ielevato
contenuto di grelina in tale sede, sia da ricondurre alla capacita di

questo peptide di influenzare, come nei Mammiferi, la secrezione
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acida e la motilita gastrica in vista dei fenomeni digestivi (Masuda et
al., 2000).

Oltre al pattern di distribuzione, anche le -caratteristiche
morfologiche delle cellule sintetizzanti grelina nella spigola sono del
tutto sovrapponibili a quanto riportato in precedenza nello stomaco di
ratto, di pollo e di trota (Sakata et al., 2002; Wada et al., 2003;
Sakata et al., 2004). La presenza di entrambi i tipi cellulari (aperto e
chiuso) fa supporre che anche nei Pesci la secrezione di grelina sia
regolata da molteplici fattori e che possa avere effetti fisiologici ben
precisi e del tutto paragonabili a quelli descritti per gli Uccelli ed i
Mammiferi. Tuttavia, per poter identificare il tipo cellulare
sintetizzante grelina nei Pesci sono necessarie ulteriori indagini di
tipo ultrastrutturale.

Bisogna inoltre considerare che, a differenza di quanto riportato
negli Uccelli, sia nel Dicentrarchus labrax che nel Carassius auratus €
stato osservato un certo grado di immunoreattivita dei corpi
neuronali e delle fibre nervose del plesso mienterico e della tunica
muscolare. Tale situazione fa supporre, proprio come ¢ stato descritto
per i Mammiferi, l'intervento oltre che del complesso vagale anche del
sistema nervoso enterico nella mediazione degli effetti della grelina
sulla motilita del tratto gastrointestinale nei Pesci Teleostei (Masuda

et al., 2000; Peeters T.L., 2003).
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Fino ad oggi, la presenza e la struttura del peptide grelina &
stata indagata in diverse classi di Vertebrati non-mammiferi, quali
Uccelli (Kaiya et al., 2002), Anfibi (Kaiya et al., 2001; Galas et al.,
2002), e Pesci (Uniappan et al., 2002; Kaiya et al., 2003a; 2003b;
2003c; Parhar et al., 2003). Lo studio filogenetico della sequenza
aminoacidica della grelina ha mostrato un alto grado di
conservazione del “core attivo” (GSSF) di tale peptide nell’Oreochromis
niloticus (Parhar et al., 2003), nell’Oreochromis mossambicus (Kaiya et
al., 2003b), nell'Oncorhynchus mykiss (Kaiya et al., 2003c),
nell’Anguilla japonica (Kaiya et al., 2003a), e nel Gallus gallus (Kaiya
et al., 2002), mentre nella Rana catesbeiana (GLTF) (Kaiya et al.,
2001) e nel Carassius auratus (GTSF) (Uniappan et al., 2002), il
secondo amino acido serina € sostituito dalla treonina. Questa
modificazione, perd, non sembra avere ripercussioni sugli effetti
biologici della grelina di Carassius auratus, in quanto sia la serina
che la treonina mostrano similitudini funzionali. Inoltre, in tutte le
specie di Pesci Teleostei in cui € stata caratterizzata la struttura del
peptide grelina, € stata osservata una caratteristica amidazione in
corrispondenza del terminale carbossilico, non rinvenuta nei
Mammiferi, negli Uccelli e negli Anfibi (Koijma et al., 1999; Uniappan
et al., 2002; Kaiya et al., 2003a; 2003b; 2003c). Dal momento che la
grelina di Anguilla japonica € in grado di stimolare in vivo nei ratti il

rilascio di GH con una potenza ed una intensita del tutto
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sovrapponibili alla grelina di ratto (Kaiya et al., 2003a), € verosimile
che la struttura amidata non abbia effetti sul legame e sull’attivita del
GHS-R nei roditori e, probabilmente, sulle altre specie. I primi
quattro aminoacidi risultano altamente conservati anche nell'uomo e
nel ratto (Kojima et al.,, 1999). Infatti, al pari della grelina dei
Mammiferi, la grelina dei Vertebrati non-mammiferi ¢ in grado di
stimolare 1'appetito ed il rilascio di ormoni dalla adenoipofisi. Risulta
percio che il peptide grelina €, da un punto di vista filogenetico,
altamente conservato dai Pesci fino ai Mammiferi.

Recentemente, Galas et al. (2002) hanno studiato Ila
distribuzione della grelina nel cervello e nello stomaco di un’altra
specie anfibia: la Rana esculenta. In particolare, hanno riscontrato la
presenza di cellule immunoreattive alla grelina in entrambi i distretti
oggetto dello studio, ma le positivita pit numerose sono state
principalmente osservate nella mucosa gastrica e nelle ghiandole
associate. Quindi, anche in questo caso, la localizzazione della grelina
corrisponde perfettamente a quanto descritto nello stomaco di uomo
e ratto e delle specie non-mammifere oggetto della presente ricerca,

evidenziando anche morfologicamente un alto grado di conservazione.
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10.2. LEPTINA

Tra i Vertebrati non-mammiferi la leptina ¢ stata sequenziata
per la prima volta nel pollo (Gallus domesticus) da Taouis et al.
(1998), mostrando un’elevata omologia con il peptide isolato
nell'uomo e nel ratto e facendo cosi presupporre di essere
responsabile di effetti biologici del tutto sovrapponibili a quelli
descritti nei Mammiferi. I principali siti di produzione evidenziati sono
stati il tessuto adiposo bianco e, a differenza di quanto osservato nei
Mammiferi, il fegato (Taouis et al., 1998; Ashwell et al., 1999;
Richards et al., 2000). L'espressione epatica del peptide €& stata
associata al ruolo primario che questo organo riveste nella lipogenesi
delle specie aviarie (Taouis et al., 1998). Inoltre, recentemente,
I'espressione del peptide leptina € stata indagata anche in diverse
specie di pesci da Johnson et al. (2000) che ne hanno verificato la
presenza in sangue, cuore, fegato e cervello. Considerando che il
principale sito di produzione della leptina ¢ il fegato nel pollo ed il
cervello nei Pesci, non € da escludere in questi Vertebrati non-
mammiferi l'esistenza di siti alternativi di sintesi del peptide in
questione. I risultati di questo studio supportano proprio l'ipotesi che
il tratto gastroenterico possa rappresentare una nuova fonte di
leptina nelle specie prese in esame.

La individuazione di cellule immunoreattive alla leptina nel

proventriglio e nell'intestino (tenue e crasso) costituisce la prima
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dimostrazione della presenza di tale peptide nell'intero tratto
gastroenterico di Uccelli. Fino ad oggi, infatti, gli studi
immunoistochimici volti alla localizzazione del peptide leptina
nell’apparato digerente, hanno riguardato esclusivamente lo stomaco
di ratto (Bado et al., 1998) e di uomo (Cinti et al., 2000; 2001) tra i
Mammiferi, di trota iridea, di rana e di lucertola, tra i Vertebrati non-
mammiferi (Muruzabal et al., 2002). Le cellule immunoreattive alla
leptina nel proventriglio di pollo sono state localizzate sia lungo la
porzione medio-bassa dell’epitelio di rivestimento mucoso che
nell’epitelio delle ghiandole tubulari composte. L'immunoreattivita ha
interessato due differenti tipi cellulari: cellule secernenti colonnari
basse, identificate sulla base delle localizzazione e delle
caratteristiche morfologiche come cellule ossinto-peptiche, e cellule
epiteliali tipicamente endocrine, definite tali per la forma allungata e
la presenza di un processo citoplasmatico a contatto con il lume
dell'organo. Tali risultati concordano perfettamente con quanto
descritto precedentemente per i Mammiferi (Bado et al., 1998; Cinti et
al., 2000; Sobhani et al., 2000; Cinti et al., 2001), i Rettili e gli Anfibi
(Muruzabal et al., 2002). In entrambe le classi di Vertebrati, infatti,
I'immunoreattivita alla leptina € stata maggiormente osservata in
cellule principali secernenti pepsinogeno (Bado et al., 1998; Sobhani
et al., 2000), corrispondenti alle caratteristiche cellule ossinto-

peptiche dei Vertebrati non-mammiferi (Vial and Garrido, 1979), ed in
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cellule tipicamente endocrine della porzione medio-bassa della
mucosa del fondo gastrico (Cinti et al., 2000). La presenza di leptina
nel proventriglio di pollo e la sintesi nei suddetti tipi cellulari fa
presupporre un coinvolgimento di tale peptide nella regolazione di
alcune attivita locali (mantenimento dell'integrita dell’epitelio della
mucosa) € nel controllo a breve termine dell’assunzione di cibo negli
Uccelli, proprio come ¢ stato descritto per i Mammiferi (Pico et al.,
2003; Guilmeau et al., 2004). E’ verosimile, infatti, che la leptina,
rilasciata nel lume proventricolare in seguito all'ingestione di cibo,
possa agire a livello centrale e indurre la caratteristica sazieta post-
prandiale, influenzando principalmente frequenza e dimensione dei
pasti, secondo un duplice meccanismo d’azione. Attraverso il circolo
generale, grazie ad un sistema di trasporto mediato, penetrerebbe nel
SNC e, mediante linterazione con il recettore Ob-Rb localizzato
nell'ipotalamo mediale, sarebbe in grado di influenzare i due
principali sistemi peptidergici coinvolti nella regolazione del
comportamento alimentare: NPY/AgRP e a-MSH (Schwartz et al.,
1999). In alternativa, non € da escludere un’azione sinergica con altri
peptidi gastrointestinali correlati al pasto ed inducenti sazieta (CCK)
attraverso la stimolazione di afferenze vagali, come & stato gia
riportato nei Mammiferi (Lewin and Bado, 2001). Inoltre, ricorrendo a
studi di microscopia elettronica Cinti et al. (2001) hanno anche

identificato nelle “cellule P” dell'uomo le cellule endocrine
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sintetizzanti leptina. Negli Uccelli pero, tenendo conto della
classificazione corrente (Solcia et al., 2000), sono necessarie ulteriori
indagini ultrastrutturali per poter identificare il citotipo secernente il
peptide leptina.

Immunoreattivita alla leptina ¢ stata osservata anche lungo
I'intero segmento intestinale di pollo, sebbene il maggior numero di
cellule positive sia stato rinvenuto nel duodeno, nel digiuno e
nell'ileo. Tale risultato costituisce la prima dimostrazione della
presenza di tale peptide nell'intestino animale. Infatti, fino ad oggi, &
stata documentata l'esistenza soltanto del recettore per la leptina Ob-
R nel tratto digerente di uomo, topo, ratto e pollo (Morton et al., 1998;
Ohkubo et al., 2000; Sobhani et al., 2000; Barrenetxe et al., 2002;
Cammisotto et al., 2005). La presenza della leptina e del suo recettore
nell’epitelio di rivestimento dei villi intestinali di pollo suggerisce un
possibile coinvolgimento di tale peptide nella modulazione di alcune
attivita locali: motilita della parete del viscere, protezione dell'integrita
dell’epitelio, regolazione dei processi infiammatori, assorbimento dei
principi nutritivi. In particolare, essendone stato trovato il maggior
numero nei segmenti intestinali deputati proprio a questa funzione,
la leptina potrebbe bilanciare 'assorbimento di proteine e grassi della
dieta, evitando cosi un eccessivo deposito di adipe.

Nella spigola l'immunoreattivita alla leptina ha interessato

elementi cellulari, corpi neuronali e fibre nervose dell'intero tratto
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gastroenterico. In particolare, numerose cellule immunopositive,
destinate a scemare di densita ed intensita verso la regione pilorica,
sono state osservate nell’'epitelio delle ghiandole gastriche della
regione cardiale. Meno numerose, ma con un sovrapponibile pattern
distributivo nelle tre regioni dello stomaco, sono state le cellule
endocrine positive delle pliche mucose. Tale risultato concorda in
parte sia con quanto riportato precedentemente da Muruzabal et al.
(2002) che da Bosi et al. (2004). Infatti, mentre Muruzabal et al.
hanno osservato immunoreattivita alla leptina soltanto in poche
cellule di tipo endocrino dell’epitelio mucoso, Bosi et al. hanno
localizzato le cellule positive alla leptina nell’epitelio delle ghiandole
gastriche. Inoltre, i risultati ottenuti nella spigola sono perfettamente
sovrapponibili a quelli ottenuti in questo studio nel proventriglio di
pollo e a quelli precedentemente citati e discussi per i Mammiferi
(Bado et al., 1998; Cinti et al., 2000; Sobhani et al., 2000; Cinti et al.,
2001;). Oltre alle cellule epiteliali, nel comparto gastrico
I'imunoreattivita ha interessato fibre nervose ricorrenti nelle tuniche
muscolare e sottomucosa. In particolare, il maggior numero di fibre
positive € stato osservato nello strato circolare della muscolare della
regione cardiale, esattamente nel punto di transizione tra fibre striate
(proprie della muscolatura esofagea) e fibre lisce (tipiche della
muscolatura gastrica). Tale situazione concorda perfettamente con

quanto descritto da Bosi et al. (2004) per la trota iridea. Quindi,

164



anche per la spigola, si deve supporre una correlazione tra
innervazione leptinica delle fibre muscolari striate e regolazione del
metabolismo degli acidi grassi come descritto recentemente per i
Mammiferi (Bjorbaek and Kahn, 2004; Steinberg et al., 2004).

Nei segmenti intestinali l'immunoreattivita alla leptina ha
interessato numerose fibre nervose e qualche corpo neuronale degli
strati circolare e longitudinale della tunica muscolare, nonché del
plesso mienterico. Una cosi estesa ed intensa innervazione suggerisce
un coinvolgimento del peptide leptina nella regolazione della attivita
motoria del viscere e dell’assorbimento dei principi nutritivi, come
descritto precedentemente per gli Uccelli ed i Mammiferi (Guilmeau et
al., 2004).

Nel Carassius auratus l'immunoreattivita alla leptina ha
interessato una estesa componente nervosa e pochi elementi cellulari
dell'epitelio mucoso. Nellintero segmento intestinale fibre
intensamente reattive alla leptina sono state osservate nelle tuniche
sottomucosa € muscolare, sebbene le pitt numerose siano state quelle
ricorrenti nello strato longitudinale della muscolare. Tale
localizzazione fa presupporre, anche in questa specie, un intervento
della leptina nel controllo, attraverso le afferenze vagali, di alcune
azioni fisiologiche locali (motilita e secrezione del viscere). Inoltre,
sono risultate positive, seppure in numero esiguo, cellule dell’epitelio

mucoso dei segmenti intestinali anteriore e medio. Tali cellule,

165



maggiormente addensate in corrispondenza della sommita dei villi,
hanno mostrato la tipica morfologia delle cellule endocrine. Quindi, la
presenza di immunoreattivita in questi distretti, corrispondenti allo
stomaco ed all'intestino tenue dei Mammiferi, ed il coinvolgimento del
suddetto tipo cellulare, sovrapponibile per caratteristiche
morfologiche e pattern distributivo ad uno dei due tipi cellulari
sintetizzanti leptina nei Mammiferi, fa supporre, che, come nei
Mammiferi, anche in questo vertebrato non-mammifero, il peptide
leptina sia in grado di influenzare diverse attivita gastrointestinali ed
il controllo centrale dell’assunzione di cibo. A questo proposito,
Volkfoff et al. (2003) hanno recentemente dimostrato che nel
Carassius auratus iniezioni sia centrali (intracerebroventricolari) che
periferiche (intraperitoneali) di leptina murina sono in grado di
ridurre l'assunzione di cibo. Per ottenere tale effetto, pero, sono
richieste dosi periferiche di leptina piu elevate rispetto a quelle
somministrate centralmente, suggerendo che nei Pesci al pari dei
Mammiferi, tale peptide agisca principalmente regolando
l'espressione e lattivita di alcuni peptidi ipotalamici per il
mantenimento dell'omeostasi energetica (Ahima et al., 2000; Williams
et al., 2001). A livello centrale, la leptina potenzierebbe l'azione
anoressizzante del CART e del CCK ed inibirebbe il consumo di cibo
indotto da NPY e Orexina-A, come dimostrato dalla aumentata

espressione di CART e di CCK, associata ad una ridotta espressione
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di NPY nel cervello di Carassius auratus (Volkoff end Peter, 2001a;
Volkoff et al., 2003). Dato il coinvolgimento di una abbondante
componente nervosa e la presenza di cellule secernenti leptina, non ¢
da escludere una eventuale interazione della leptina di derivazione
intestinale con i suddetti circuiti neuronali attraverso la stimolazione
di afferenze vagali. Quindi ¢ verosimile che, nei Pesci come nei
Mammiferi, la leptina partecipi attivamente alla regolazione del

bilancio energetico ed al mantenimento del peso corporeo.

10.3. OREXINE

La prepro-orexina ¢ stata clonata, sequenziata e
cararatterizzata non solo in differenti specie di mammiferi (Sakurai et
al., 1998; Dyer C.J. et al., 1999), ma anche in alcuni Vertebrati non-
mammiferi (Shibahara et al., 1999; Galas et al., 2001; Alvarez and
Sutcliffe, 2002; Ohkubo et al., 2002; Kaslin et al., 2004), mostrando
una notevole omologia tra le classi di Vertebrati. Ne consegue che
anche la struttura dei peptidi derivanti dalla suddetta molecola e
verosimilmente gli effetti biologici mostrano un alto grado di
conservazione nella scala evolutiva.

Data l'espressione delle orexine nell'ipotalamo dei Mammiferi e
dei Vertebrati non-mammiferi e la recente individuazione di orexina-A

e orexina-B nellapparato digerente di uomo e di roditori
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(Kirchgessner and Liu, 1999; Kirchgessner A.L., 2002; Nakabayashi
et al., 2003), non ¢ da escludere che tali peptidi siano presenti anche
nel tratto gastroenterico di Uccelli e Pesci, esercitando un controllo
locale diretto sulle funzioni del viscere ed un controllo mediato da vie
nervose sulla regolazione dell’assunzione di cibo.

La presenza di immunoreattivita ad entrambe le orexine nel
tratto gastroenterico di Gallus domesticus costituisce la prima prova
della esistenza di questi peptidi in alcuni tessuti periferici e non solo
nell'ipotalamo di pollo (Ohkubo et al., 2002). In particolare, nel
proventriglio numerose cellule intensamente reattive all’orexina-A
sono state osservate nella porzione profonda dell’epitelio di
rivestimento delle ghiandole tubulari composte e, in virta della
distribuzione e delle caratteristiche morfologiche, queste cellule sono
state considerate tipicamente endocrine. Tale situazione ¢ in perfetto
accordo con quanto riportato in alcuni lavori precedenti condotti sul
tratto digerente dei Mammiferi (Kirchgessner and Liu, 1999;
Kirchgessner A.L., 2002; Nakabayashi et al., 2003). Infatti, sia
nell'uvomo che nei roditori 'immunoreattivita all’'orexina-A € stata
riscontrata in cellule endocrine della mucosa gastrica, con una
maggiore densita in corrispondenza delllantrum pilorico. La
corrispondenza tra distribuzione e tipi cellulari coinvolti nelle due
classi di Vertebrati fa supporre che, come nei Mammiferi anche negli

Uccelli, il peptide orexina-A possa modulare alcune attivita locali, con
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particolare riferimento alla secrezione acida ed allo svuotamento
gastrico. Di conseguenza, per gli effetti biologici di cui sarebbe
responsabile, il peptide orexina-A entrerebbe a far parte di quel
gruppo di molecole segnali capaci di influenzare sia i processi post-
ingestivi del sistema periferico della sazieta sia, presumibilmente
attraverso la stimolazione delle afferenze vagali, i centri superiori che
presiedono al controllo dell’assunzione di cibo. Immunoreattivita
allorexina-A, inoltre, ¢ stata osservata nella porzione profonda
dell’epitelio ghiandolare e nell’epitelio mucoso, per lo piu alla base dei
villi di tutto il piccolo intestino, sebbene il numero di cellule positive
sia andato scemando progredendo dal duodeno verso l'ileo. Le cellule
sintetizzanti orexina-A nell'intestino tenue di pollo, sulla base della
localizzazione, delle caratteristiche morfologiche e della presenza di
immunoreattivita alla 5-HT (dati personali), sono state identificate in
uno specifico tipo cellulare endocrino, le “cellule enterocromaffini”.
Tale risultato ¢ perfettamente sovrapponibile a quanto riportato in
alcuni studi eseguiti sul piccolo intestino dei Mammiferi: sia nei
roditori che nell'uvomo, infatti, il maggior numero di cellule
immunoreattive all'orexina-A €& stato osservato nel segmento
duodenale e queste sono state identificate come cellule
enterocromaffini (Kirchgessner and Liu, 1999; Kirchgessner A.L.,
2002; Nakabayashi et al., 2003). E’ quindi ipotizzabile che, come nei

Mammiferi, anche nei Vertebrati non-mammiferi tale peptide possa
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svolgere effetti biologici del tutto simili a quelli della 5-HT o modulare
le azioni della stessa amina biogena, influenzando la secrezione e la
motilita del viscere durante la digestione e 'assorbimento.

Cellule immunoreattive all'orexina-A sono state rinvenute
anche nel colo-retto, esclusivamente lungo l'epitelio di rivestimento
dei villi dei ciechi. Per la mancanza di dati inerenti la presenza di tale
peptide nel cieco dei Vertebrati superiori, il riscontro di cellule
positive in queste strutture anatomiche tipiche degli Uccelli,
suggerisce un coinvolgimento di tale peptide nella modulazione di
attivita funzionali specifiche che si realizzano in questo distretto. In
particolare, nei ciechi dei gallinacei, animali erbivori ed onnivori, si
sviluppa una ricca flora microbica in grado di attaccare materiali
contenenti cellulosa, rendendoli cosi disponibili alla digestione e al
successivo assorbimento. E’ possibile, quindi, che nei ciechi di pollo
l'orexina-A stimoli la secrezione e la peristalsi per favorire i processi
digestivi.

Meno significativi sono stati i risultati inerenti la presenza di
immunoreattivita all’'orexina-B nel tratto gastroenterico di pollo,
avendo riscontrato cellule positive soltanto nell’epitelio ghiandolare
dell'ileo e nell’epitelio dei villi dei ciechi. Il pattern distributivo e le
caratteristiche morfologiche delle cellule immunoreattive all’orexina-B
in questi due segmenti intestinali sono risultati del tutto

sovrapponibili a quanto gia riportato per l'orexina-A. Di conseguenza
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anche l'orexina-B potrebbe intervenire nella modulazione di alcune
attivita locali, riferito, in particolare, alla secrezione ed alla peristalsi
intestinale. La scarsa immunoreattivita a tale peptide nel pollo, puo
essere imputabile alle minime differenze strutturali esistenti tra
questa specie ed i Mammiferi.

L'immunoreattivita alla orexina-A ed alla orexina-B nel tratto
gastroenterico di spigola ha presentato un pattern distributivo molto
simile e ha interessato elementi cellulari, corpi neuronali e fibre
nervose. Nello stomaco diverse cellule reattive ad entrambe le orexine,
per lo piu tondeggianti od ovalari, sono state osservate nella porzione
superiore e nel terzo medio delle pieghe mucose della regione
cardiale; decisamente pitt numerose sono state le cellule positive, di
forma allungata, con un prolungamento a contatto con il lume, e
riscontrate in corrispondenza dell’epitelio delle ghiandole gastriche
della porzione pilorica per quanto riguarda l'orexina-A, e lungo il
margine delle pieghe mucose per lorexina-B. Sebbene Ila
caratterizzazione del tipo cellulare sintetizzante le orexine necessiti di
ulteriori indagini ultrastrutturali, sulla base della localizzazione e
delle caratteristiche morfologiche delle cellule positive € possibile
affermare che i risultati ottenuti nella spigola siano perfettamente
sovrapponibili a quelli ottenuti in questo studio nel proventriglio di
pollo ed a quelli precedentemente citati e discussi per i Mammiferi

(Kirchgessner and Liu, 1999; Kirchgessner A.L., 2002; Nakabayashi
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et al., 2003). Ne consegue che, oltre ad ipotizzare un intervento delle
orexine nella regolazione di alcune attivita locali (secrezione acida e
svuotamento gastrico) dell’'apparato digerente dei Pesci, si conferma
l'alto grado di conservazione del peptide nel corso dell’evoluzione
filogenetica (Kaslin et al., 2004). Bisogna inoltre considerare che sono
risultate positive esili fibre nervose e alcuni neuroni nella tunica
muscolare delle tre regioni gastriche. Limmunoreattivita della
componente nervosa fa presupporre un coinvolgimento della orexina-
A nella trasmissione di segnali, attraverso le afferenze vagali, dal
tratto gastroenterico al SNC per la regolazione della motilita gastrica.
Oltre che nello stomaco, immunoreattivita ad entrambe le
orexine € stata parimenti osservata nell'intestino di spigola e
nell'intestino di Carassius auratus, sebbene la densita e l'intensita
delle cellule positive siano andate progressivamente scemando
procedendo verso i segmenti distali. Le cellule reattive, tipicamente
endocrine data la presenza di uno o due prolungamenti a contatto
con il lume, sono state principalmente localizzate nella porzione
basale dell’epitelio mucoso dei villi. Un simile pattern distributivo,
associato alle caratteristiche delle cellule positive alle orexine, € stato
descritto in precedenza sia negli Uccelli che nei Mammiferi,
suggerendo che anche nei Pesci tali peptidi esercitino un controllo
locale diretto su alcune funzioni dell'intestino. Nell'intestino dei pesci

oggetto della seguente ricerca, l'immunoreattivita all’orexina-A ed
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allorexina-B non ha interessato solo elementi cellulari, ma anche
neuroni e fibre del plesso mienterico e, seppure piu raramente, della
tunica sottomucosa soprattutto in corrispondenza del segmento
medio. Tale situazione concorda con quanto riportato in diverse
specie di roditori, in cui & stata documentata immunoreattivita alle
orexine di neuroni e fibre del Sistema Nervoso Enterico (SNE) lungo
tutto il piccolo intestino, sebbene 'addensamento maggiore sia stato
riscontrato nel duodeno (Kirchgessner and Liu, 1999; Kirchgessner
A.L., 2002). Simili risultati hanno suggerito l'intervento delle
afferenze vagali nella trasmissione di segnali generati da tale peptide
e destinati alle aree ipotalamiche che presiedono alla regolazione di
alcune attivita del tratto gastroenterico dei Mammiferi (motilita,
secrezione e circolazione viscerale). Inoltre, la reattivita del plesso
mienterico supporterebbe l'ipotesi che mnei Pesci le orexine
partecipino, unitamente ai centri superiori, al controllo della attivita
motoria intestinale.

Fino ad oggi, si sosteneva che le orexine fossero coinvolte nel
mantenimento dell’'omeostasi energetica nei Pesci sulla base di pochi
dati anatomici inerenti la presenza di cellule sintetizzanti tali peptidi
nelle stesse aree ipotalamiche implicate nel controllo dell’assunzione
di cibo nei Mammiferi (Kaslin et al., 2004), e su alcuni studi fisiologici
dimostranti che iniezioni icv di orexina erano in grado di stimolare il

consumo di cibo nel Carassius auratus interagendo con diversi

173



neuropeptidi regolatori dell’appetito (Volkoff et al., 1999; Volkoff and
Peter, 2001b). La dimostrazione della presenza di orexina-A e di
orexina-B nel tratto gastroenterico supporta lI'ipotesi di una eventuale
interazione tra questi peptidi ed altri sistemi peptidergici sintetizzati
in loco per il controllo a breve termine dell’assunzione di cibo.
Considerando che nei Mammiferi le orexine regolano anche
l'omeostasi dei fluidi (Smart and Jerman, 2002), data la positivita di
neuroni e fibre del SNE nell'intestino dei teleostei, € verosimile
presumere che nei Pesci tali molecole partecipino attivamente alla
regolazione iono-osmotica. Le specie acquatiche, infatti, devono
mantenere una concentrazione ionica intracellulare costante e
compatibile con i processi biochimici e fisiologici, vivendo immerse in
un mezzo le cui -caratteristiche idro-saline possono risultare
abbastanza diverse. Ad esempio, i teleostei d’acqua dolce (Carassius
auratus) presentano una salinita nei fluidi corporei maggiore rispetto
a quella dell’ambiente (sono quindi iperosmotici), per cui tendono ad
assumere acqua ed elettroliti per osmosi attraverso i tessuti
osmoregolatori (branchie, reni ed intestino); i teleostei d’acqua salata
(Dicentrarchus labrax) presentano, invece, una minore salinita nei
fluidi corporei rispetto a quella dell’ambiente (sono quindi iposmotici),
per cui tendono a perdere acqua per osmosi attraverso i suddetti
tessuti. Questi scambi di ioni e acqua sono controllati dal Sistema

Nervoso Autonomo (SNA) di cui fanno parte fibre simpatiche e
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parasimpatiche appartenenti anche al SNE. Percio, l'interessamento
della suddetta componente nervosa pit giustificare I'eventuale
regolazione da parte delle orexine del bilancio idro-salino che

caratterizza i Pesci Teleostei.

10.4. GLP-1

Le molecola di pro-glucagone ¢ stata sequenziata e
caratterizzata nelle varie classi di Vertebrati, mostrando una notevole
omologia strutturale nel corso dell’evoluzione filogenetica dai
Vertebrati non-mammiferi ai Mammiferi (Irwin D.M., 2001). Tuttavia,
mentre il pro-glucagone dei Mammiferi contiene una singola
sequenza codificante per glucagone, GLP-1 e GLP-2, in alcune specie
di Pesci, Anfibi, Rettili ed Uccelli sono stati individuati nella molecola
precursore dei siti di clivaggio alternativi, caratterizzanti i tessuti
d’origine, che consentono la trascrizione solo di glucagone e GLP-1,
inibendo la sintesi di GLP-2 in alcuni distretti organici, (Irwin and
Wong, 1995; Irwin et al., 1997) o codificano per un differente numero
di GLP-1 (Yeung and Chow, 2001). Negli Uccelli, ed in particolare nel
pollo, non sono riportate peculiarita circa la sintesi del peptide GLP-
1, che ha mostrato una sequenza aminoacidica del tutto
sovrapponibile a quella dei Mammiferi (Irwin D.M., 2001), quindi €&

verosimile ipotizzare un pattern distributivo ed azioni biologiche del
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tutto sovrapponibili tra queste due classi di Vertebrati. A conferma di
cio, nel tratto gastroenterico di pollo cellule immunoreattive al GLP-1
sono state osservate esclusivamente nella porzione basale delle
ghiandole tubulari composte di ileo superiore e inferiore. Infatti,
anche nei Mammiferi il principale sito di produzione di tale peptide &
risultato essere questo segmento intestinale (Holst J.J., 1997).
Inoltre, il numero di cellule positive, proprio come descritto nei
Mammiferi, ¢ andato aumentando dall'ileo superiore a quello
inferiore. Oltre al pattern di distribuzione, anche le caratteristiche
morfologiche delle cellule sintetizzanti GLP-1 nel pollo sono del tutto
sovrapponibili a quanto riportato in precedenza nell'intestino dei
Mammiferi. Quindi, sulla base dei seguenti dati anatomici ¢ possibile
ipotizzare per tale peptide effetti fisiologici del tutto paragonabili a
quelli descritti per i Mammiferi, con particolare riferimento al
rallentamento dello svuotamento gastrico, all'inibizione della
secrezione acida e alllaumento del senso di sazieta che incidono
fortemente sui meccanismi di controllo centrale dell’appetito (Turton
et al., 1996).

L’analisi filogenetica della molecola di proglucagone ha
evidenziato un differente ritmo evolutivo del GLP-1 tra Pesci e
Mammiferi, che potrebbe spiegare, almeno in parte, le differenti
funzioni fisiologiche di tale peptide in queste due classi di Vertebrati

(Irwin D.M., 2001). Infatti, ¢ stato ormai accertato da tempo che, a
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differenza di quanto riportato nei Mammiferi, il GLP-1 dei Pesci ¢
dotato di una spiccata attivita glucagone-simile, essendo in grado di
stimolare la gluconeogenesi e la glicogenolisi epatica (Plisetskaya and
Mommsen, 1996). Nonostante i differenti effetti sul metabolismo
glucidico, il GLP-1 ha mostrato wuna simile distribuzione
immunoistochimica tra le specie di teleostei oggetto della seguente
ricerca ed i Mammiferi. Infatti, sia nel Dicentrarchus labrax che nel
Carassius auratus, I'immunoreattivita al GLP-1 ha interessato pochi
elementi cellulari e wuna abbondante componente nervosa,
maggiormente concentrati nell'intestino medio e destinati a scemare
verso il segmento distale. Nei Pesci Teleostei tale segmento intestinale
corrisponde all'intestino tenue dei Mammiferi, principale sito di
produzione del GLP-1 (Holst J.J., 1997). Anche la morfologia delle
cellule positive, sebbene scarsamente numerose, ha ricordato le
caratteristiche delle cellule sintetizzanti GLP-1 nei Mammiferi. La
corrispondenza tra distribuzione e tipo cellulare coinvolto, suggerisce
che la differente azione metabolica del GLP-1 nei Pesci e nei
Mammiferi ¢ da attribuire al coinvolgimento di due diverse classi di
molecole recettoriali. Recentemente, Yeung et al (2002) hanno isolato
e caratterizzato funzionalmente il recettore per il GLP-1 (GLP-1R) nel
Carassius auratus, evidenziandone l'elevata omologia strutturale con
il glucagone umano. Quindi, € verosimile che nel corso dell’evoluzione

filogenetica nei Pesci si realizzi la perdita del gene codificante per il
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recettore del GLP-1 e, di conseguenza, dell’azione insulino-simile, per
cui tale peptide agirebbe attraverso il recettore del glucagone
simulando gli effetti biologici di questultimo.

Bisogna, inoltre, considerare che in entrambe le specie di pesci
sono risultati positivi anche un discreto numero di corpi neuronali e
numerose fibre nervose del plesso mienterico nell'intestino medio. Il
coinvolgimento del plesso mienterico supporta l'ipotesi che, come nei
Mammiferi, anche nei Pesci il GLP-1 possa influenzare negativamente
l'attivita motoria del tratto gastrointestinale inviando, attraverso le
afferenze vagali, dei segnali ai centri superiori deputati al controllo
delle attivita funzionali del viscere (Hellstrom and Naslund, 2001).

In alcuni studi precedenti, ¢ stato dimostrato che iniezioni icv
di GLP-1 inibiscono fortemente 1'assunzione di cibo in alcune specie
di Uccelli e di Pesci (Furuse et al., 1997; Silverstein et al., 2001).
Quindi, la presenza di elementi cellulari e di fibre reattive al GLP-1
nel tratto gastroenterico delle specie studiate, permette di ipotizzare
una mediazione non solo centrale, ma anche periferica

nell’'espletamento dell’effetto anoressizzante di tale peptide.
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CAPITOLO 11.

CONSIDERAZIONI CONCLUSIVE

Il tratto gastroenterico, oltre ad avere il compito di trasformare
ed assimilare il cibo per garantire all'organismo animale un
rifornimento adeguato di materia ed energia, € anche un importante
organo endocrino, in quanto sintetizza e secerne molteplici sostanze
in grado di agire sia in loco che su diversi tessuti bersaglio. Alcune di
queste molecole esercitano i loro effetti sul SNC, in particolare sui
circuiti neuronali che regolano l'appetito, partecipando, attivamente
al mantenimento dell'omeostasi energetica. Sulla base dei risultati
ottenuti nella presente ricerca, tale funzione sembra realizzarsi non
solo nei Mammiferi ma anche in alcune classi di Vertebrati non-
mammiferi (Pesci e Uccelli). Infatti, la presenza nell’'apparato
digerente di pollo e di pesci di alcuni peptidi influenzanti 'appetito,
quali, grelina, orexina-A, orexina-B, leptina e glucagon-like peptide-1,
sintetizzati anche in alcuni distretti ipotalamici, avvalora sempre piu
il concetto che il tratto gastroenterico non assolva esclusivamente a
funzioni nutritive, ma sia una componente essenziale di ciascun
animale, partecipando attivamente alla regolazione di svariate
funzioni vitali, come I'assunzione di cibo ed il mantenimento del peso

corporeo, comportandosi, in definitiva, come un “piccolo cervello”.
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La differente conformazione anatomica del tratto gastroenterico
e le peculiari caratteristiche delle diete alimentari delle specie
esaminate, non hanno inciso nella espressione di tali peptidi, essendo
stato osservato un pattern distributivo sovrapponibile sia tra Uccelli e
Pesci, che tra questi ed i Mammiferi. E’ ipotizzabile, quindi, che nel
corso dell'evoluzione filogenetica dai Vertebrati non-mammiferi ai
Mammiferi, i suddetti peptidi abbiano mantenuto un alto grado di
conservazione sia morfologica che funzionale. Inoltre, ¢ possibile
ritenere che tali molecole svolgano un ruolo fondamentale non solo
nella modulazione di molteplici attivita locali (secrezione e motilita del
tratto gastrointestinale) ma soprattutto nel controllo dell’appetito. In
tal senso i nostri risultati costituiscono dei dati importanti per la
ulteriore comprensione delle complesse interazioni che si realizzano
tra il SNC e la periferia per il controllo dell'appetito e del peso
corporeo, soprattutto, nelle specie di allevamento per le quali
lincremento ponderale ¢ di fondamentale importanza per

I'ottimizzazione delle produzioni.
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