
Effetto dello zingiberene, 
isolato da Zingiber officinale Roscoe, 

nel dolore cronico centrale modulando 
la senescenza microgliale

In questo lavoro l'autrice ha delineato un potenziale effetto 
terapeutico dell’estratto di Zingiber officinale Roscoe e del 
suo principale componente terpenico, lo zingiberene, nel trat-
tamento del dolore cronico centrale associato allo sviluppo 
di malattie neurodegenerative come la sclerosi multipla, at-
traverso la modulazione della senescenza microgliale e della 
neuroinfiammazione a essa associata.

Senescenza microgliale nel 
dolore cronico centrale.
Negli ultimi anni la senescenza 
cellulare a carico delle cellu-
le del SNC sta assumendo un 
ruolo sempre più interessante 
nello studio di nuove strate-
gie terapeutiche in patologie 
neurodegenerative a carattere 
infiammatorio (van Deursen, 
2014). Le cellule della micro-
glia sono cellule immunitarie 
innate del SNC, dove contri-
buiscono al mantenimento 
dell’omeostasi tissutale e allo 
sviluppo e protezione neuro-
nale (Nayak et Al., 2014).  In 
seguito a stimolazione, come 
infezioni o ictus, queste cellule 
si “attivano” rapidamente e su-
biscono cambiamenti morfolo-
gici e molecolari in risposta ai 
segnali provenienti dal tessuto 
danneggiato (Subhramanyam 
et Al., 2019). L’invecchiamento 
è un fenomeno che va a modi-
ficare in modo importante le 
funzioni della microglia e porta 
allo sviluppo di uno stato in-
fiammatorio cronico, scatenato 
dalla presenza di fattori ossi-
dativi e infiammatori. Le cellule 
microgliali acquisiscono così 
un fenotipo definito “senescen-
te” (von Bernhardi et Al., 2015). 
Ci sono vari studi che hanno 
dimostrato come l’invecchia-
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Zingiber officinale. La pianta dello zenzero è una pianta erbacea perenne, originaria del 
Sud-Est asiatico, coltivata principalmente in Cina, Africa, India, Giamaica.
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della senescenza nella fisiopa-
tologia dei disturbi neurode-
generativi, come sclerosi mul-
tipla, disturbo del Parkinson e 
malattia di Alzheimer (Candlish 
& Hefendehl, 2021; Kritsilis et 
Al., 2018). La sclerosi multipla 
è una malattia neurodegene-
rativa, associata all’insorgen-
za di dolore cronico centrale, 
dove la neuroinfiammazione, 
che colpisce principalmen-
te microglia e macrofagi, è in 
una fase talmente avanzata da 
portare a demielinizzazione 
(Zrzavy et Al., 2017). Studi re-
centi hanno evidenziato anche 
un ruolo pro-rimielinizzante 
delle cellule della microglia e 
un coinvolgimento di HDAC-1 
in tale patologia, che li rendo-
no un possibile bersaglio per 
nuovi futuri trattamenti (Gös-
chl et Al., 2018; Lloyd & Miron, 
2019). Ad oggi, come possibili 
trattamenti terapeutici per pa-
tologie neurodegenerative e 
neuroinfiammatorie del SNC, 
sono sempre più investigate 
sostanze estratte da piante 
medicinali, per il loro effetto 
antiinfiammatorio e senolitico, 
come lo Zingiber officinale Ro-
scoe, noto per le sue molteplici 
proprietà. Lo scopo di questo 
lavoro è infatti quello di valuta-
re l’effetto dell’estratto di zen-
zero e dello zingiberene, terpe-
ne isolato dal suo estratto, nel 
ridurre la senescenza micro-
gliale e quindi come possibile 
target per la modulazione del 
dolore cronico centrale a essa 
associato.

Zingiber officinale Roscoe
Lo zenzero, Zingiber officina-
le Roscoe, è una pianta ap-
partenente alla famiglia delle 
Zingiberaceae. La pianta dello 
zenzero è una pianta erbacea 
perenne, originaria del Sud-
Est asiatico, coltivata princi-
palmente in Cina, Africa, India, 
Giamaica. La droga è contenu-
ta nel rizoma essiccato, che si 
presenta in pezzi orizzontali, ir-

regolari, schiacciati lateralmen-
te con delle ramificazioni, brevi 
e appiattite, che si dipartono 
lateralmente in modo obliquo. 
Il rizoma inoltre presenta un 
forte odore caratteristico e un 
sapore pungente e aromatico 
(https://www.who.int). La sua 
composizione chimica è abba-
stanza complessa ed è caratte-
rizzata da oltre 300 costituenti 
(Liu et Al., 2019), suddivisi in 
due classi principali: compo-
sti volatili, quali monoterpe-
ni e sesquiterpeni (tra questi 
troviamo lo zingiberene), e 
composti non volatili come 
gingeroli e shogaoli, responsa-
bili della piccantezza (https://
www.ema.europa.eu/en). Gra-
zie alla varietà di componenti 
al suo interno, molteplici sono 
gli usi medici dello zenzero, av-
valorati da dati clinici (https://
www.who.int). Noto fin dai 
tempi antichi è il suo utilizzo 
come antinausea e antiemeti-
co, efficace e sicuro anche per 
le donne in gravidanza (Palatty 
et Al., 2013), o in seguito a trat-
tamento con chemioterapico o 
per nausea da cinetosi (Lete & 
Allué, 2016). Mediante inibizio-
ne della ciclossigenasi (COX) e 
della lipossigenasi e una sop-
pressione dell’attività del fat-
tore di NF-kB, i composti at-
tivi dello zenzero esercitano 
anche un’importante azione 
antinfiammatoria (Mao et Al., 
2019). Studi più recenti hanno 
evidenziato anche il potenziale 
dello zenzero nelle patologie 
neurodegenerative. L’impor-
tante azione antiossidante lo 
rende un probabile trattamen-
to per il disturbo di Alzheimer 
(Talebi et Al., 2021). Inoltre, è 
stato visto essere efficace nel-
la sclerosi multipla sia per la 
sua attività antinfiammatoria, 
andando a inibire l’infiltrazio-
ne di cellule infiammatorie a 
livello centrale, sia perché allo 
stesso tempo favorisce la ri-
mielinizzazione e inibisce la 
demielinizzazione (Arcusa et 

mento determini la formazione 
di irregolarità sia da un punto 
di vista morfologico che da un 
punto di vista funzionale, che 
ne limitano la loro abilità di ri-
sposta agli stimoli (Chinta et 
Al., 2015). Le cellule senescen-
ti sono caratterizzate infatti 
dalla resistenza all’apoptosi, 
dall’arresto del ciclo cellulare, 
dalla formazione di agglome-
rati eterocromatinici a livello 
nucleare e da alterazioni nella 
trascrizione di geni coinvolti 
nella replicazione cellulare, da 
un’aumentata attività dell’enzi-
ma ß-galattosidasi e da una se-
crezione abbondante di fattori 
SASP (Secretory Phenotype 
Associated with Senescence, 
Antignano et Al., 2023).  Nel-
le cellule microgliali un enzima 
altamente espresso è HDAC-1, 
che presenta un meccanismo 
epigenetico importante nel 
controllo della senescenza e 
del fattore NF-kB (Willis-Mar-
tinez et Al., 2010). Un accu-
mulo eccessivo e aberrante di 
cellule senescenti nei tessuti e 
una secrezione incontrollata di 
fattori SASP, tra cui citochine 
infiammatorie e ROS, portano 
alla formazione di un ambiente 
pro-infiammatorio, favorendo 
lo sviluppo di un’infiammazio-
ne cronica persistente di basso 
grado, definita “inflammaging”, 
tipica dell’invecchiamento e 
responsabile dell’insorgenza di 
patologie legate all’età, tra cui 
malattie degenerative, distur-
bi dell’umore e dolore cronico 
(Cevenini et Al., 2013; von Ber-
nhardi et Al., 2015). L’analisi di 
tessuti cerebrali umani invec-
chiati ha rivelato la presenza 
di un fenotipo di microglia di-
strofica (microglia senescente) 
associato a cambiamenti fun-
zionali. Questo fenotipo micro-
gliale distrofico è più abbon-
dante nelle condizioni neuro-
degenerative e può addirittura 
precedere l’insorgenza della 
neurodegenerazione, sugge-
rendo dunque il contributo 
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Al., 2022). Infine, è stato visto 
essere in grado di modulare il 
dolore neuropatico, riducendo 
allodinia meccanica e iperal-
gesia termica, in uno studio in 
vivo su un modello animale di 
neuropatica periferica (Borgo-
netti et Al., 2020). 

Trattamenti utilizzati
Per investigare l’effetto dello 
zenzero e del suo principale 
componente terpenico sono 
stati utilizzati i seguenti tratta-
menti.
Un estratto di Zingiber offici-
nale Roscoe rhizome extract 
(ZOE), ottenuto tramite CO2 
supercritica, titolato in 24.73% 
gingeroli totali e 3.03% sho-
gaoli totali, è stato fornito da 
INDENA S.p.A. (Milan, Italy) e 
standardizzato dall’università 
di Modena e Reggio Emilia nel 
laboratorio della Prof.ssa Fe-
derica Pellati.
Il componente terpenico zingi-
berene (ZNG) è stato acquista-
to da Santa Cruz Biotechnolo-
gy.
I trattamenti sono stati testati 
sia nel modello cellulare in vi-
tro che nel modello in vivo di 
Encefalomielite Autoimmune 
Sperimentale (EAE). Nel mo-
dello cellulare le concentrazio-
ni testate sono 10 μg/mL per 
ZOE e 1 μg/mL per ZNG. Per i 
test nel modello in vivo la dose 
scelta per ZOE è stata 200 
mg/kg, ottenuta da uno studio 
precedentemente condotto in 
un modello animale di neuro-
patia periferica, e ZNG invece 

per 24h. Per valutare l’efficacia 
dell’estratto sono stati valutati 
i seguenti parametri caratte-
rizzanti la microglia senescen-
te quali: espressione e attività 
della β-galattosidasi, vitalità e 
morfologia cellulare, espres-
sione di fattori legati al feno-
tipo infiammatorio acquisito 
(SASP) e sviluppo di foci di 
senescenza nucleare. L’attività 
della β-galattosidasi, valutata 
mediante un test colorimetri-
co, è aumentata nelle cellule 
senescenti rispetto alle cellule 
di controllo, non stimolate con 
LPS. L’estratto di zenzero e lo 
zingiberene sono stati in gra-
do di ridurre significativamen-
te l’attività dell’enzima, ripor-
tandolo a valori simili a quelli 
del controllo. Questi risultati 
sono stati poi confermati dal-
la valutazione dell’espressione 
proteica, mediante analisi we-
stern blot, che ha dato risultati 
analoghi a quelli ottenuti nella 
modulazione dell’attività enzi-
matica. 
La vitalità cellulare, valutata 
mediante un test colorimetri-
co, ha evidenziato un effetto 
positivo di ZOE e ZNG nel ri-
durre l’apoptosi e aumentare la 
replicazione cellulare, rispetto 
alle cellule senescenti, stimola-
te con LPS. Un altro importan-
te marker di senescenza cellu-
lare consiste in un aumentato 

Fig. 2 - In questa immagine si può osservare la co-localizzazione tra cellula microgliale 
e cellula neuronale, in seguito a una doppia marcatura con IBA-1 (marker di microglia) 
e neurofilamento-H (marker di neurone). Nell’immagine successiva è possibile 
osservare la diversa intensità della marcatura in verde di Nf-H. Una ridotta espressione 
del marker di rigenerazione neuronale si può osservare nelle cellule in seguito allo 
stimolo infiammatorio con LPS; ZOE e ZNG hanno mostrato un effetto neuroprotettivo, 
come si nota dalla maggiore intensità della marcatura in verde.

Fig. 1
In queste 

immagini si 
può osserva-
re la diversa 

intensità della 
marcatura 

del DAPI tra 
le cellule di 

CTRL, le cellu-
le senescenti 

(LPS) e le 
cellule in se-
guito al trat-
tamento con 
ZOE e ZNG. 
Nelle cellule 

senescenti la 
marcatura è 

meno intensa 
per la forma-
zione dei foci 

di senescenza. 
Nell’immagine 
sottostante si 
può osservare 

l’ingrandi-
mento di una 

singola cellula 
per mettere 

in evidenza la 
presenza di 

foci di sene-
scenza, indi-

cati dalle frec-
ce rosse, nelle 

cellule sene-
scenti (LPS). 
Nelle cellule 
in seguito al 
trattamento 

con ZOE e 
ZNG è possi-

bile osservare 
una maggiore 

uniformità 
nucleare, 

per l’effetto 
protettivo dei 

due tratta-
menti.

è stato testato alla concen-
trazione di 20 mg/kg, ovvero 
la concentrazione contenuta 
all’interno dell’estratto. I tratta-
menti sono stati somministrati 
ai topi per via orale tramite ga-
vaggio, utilizzando come vei-
colo la carbossimetilcellulosa 
1% in PBS1X.
Procedura sperimentale 
per il modello cellulare di 
senescenza microgliale
Per l’ottenimento del modello 
cellulare in vitro di senescenza 
microgliale, sono state utiliz-
zate cellule microgliali murine 
BV2. Le cellule sono state sti-
molate con LPS 500 ng/mL 
ogni 72h per 4 volte per un to-
tale di 10 giorni. Dopo l’ultimo 
stimolo, le cellule sono state 
trattate con l’estratto di Zingi-
ber officinale Roscoe (10 μg/
mL), o lo zingiberene (1 μg/
mL), concentrazione presente 
nella dose attiva dell’estratto 
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rilascio di fattori pro-infiam-
matori SASP. Il principale dri-
ver dell’attivazione microgliale 
è il fattore NF-kB, che traslo-
ca nel nucleo dopo attivazio-
ne. Le cellule senescenti sono 
caratterizzate da un’aumen-
tata espressione proteica del 
fattore NF-kB; invece i tratta-
menti con ZOE e ZNG mostra-
no un effetto antinfiammatorio, 
riducendone significativamen-
te l’espressione proteica. Es-
sendo stati visti un aumento di 
HDAC-1 in seguito a fenomeni di 
senescenza cellulare e una sua 
correlazione con NF-kB, è sta-
to investigato il suo ruolo nella 
senescenza cellulare. Dall’analisi 
dell’espressione proteica si è os-
servato un aumento nelle cellule 
senescenti e una modulazione 
della sua espressione solamente 
da parte di ZNG. Il trattamento 
con ZOE non riduce in modo si-
gnificativo HDAC-1. Infine sono 
stati valutati gli SAHF, agglo-
merati di eterocromatina a livel-
lo nucleare che vanno a ridurre 
la trascrizione di geni coinvolti 
nella replicazione cellulare, che 
aumentano in seguito a feno-
meni di senescenza cellulare, 
come si è visto anche nei nostri 
esperimenti. ZOE e ZNG hanno 
mostrato invece un effetto pro-
tettivo, riducendo la presenza 
di foci e aumentando la densità 
nucleare. 

Valutazione dell’effetto 
neuroprotettivo
Si è pensato poi fosse interes-
sante valutare l’eventuale effet-
to neuroprotettivo in un model-
lo in vitro di co-coltura microglia 
neurone, per valutare se la mi-
croglia attivata fosse in grado 
di alterare il normale processo 
di rigenerazione neuronale fino 
a determinarne la morte, poi-
ché tale fenomeno è alla base 
dell’eziopatogenesi di molte 
patologie a carattere infiam-
matorio cronico. Per riprodurre 
tale modello, sono state messe 
a diretto contatto cellule mi-

crogliali BV2 e cellule neuronali 
SH-SY5Y, che poi sono state sti-
molate con LPS alla concentra-
zione di 250 ng/ml per 24 ore, 
per indurre uno stato di infiam-
mazione cronica. Inizialmente 
è stato valutata la co-localizza-
zione tra le cellule microgliali e 
neuronali attraverso una doppia 
marcatura con IBA-1, marker di 
microglia, e Neurofilamento H, 
marker neuronale.  Successi-
vamente si è valutato se la mi-
croglia, in seguito a uno stimolo 
pro-infiammatorio, andasse ad 
alterare effettivamente la fun-
zionalità neuronale, mediante 
il dosaggio dell’espressione di 
neurofilamento H, marker di 

rigenerazione neuronale, con 
la tecnica dell’immunofluore-
scenza su cellula. 
Dai risultati ottenuti si è osser-
vata una riduzione dell’espres-
sione di neurofilamento H nelle 
cellule in seguito a stimolo con 
LPS, e invece un effetto positivo 
dei trattamenti con ZOE 10 (μg/
mL) e ZNG (1 μg/mL) nell’au-
mentare l’espressione del mar-
ker e dunque nel mostrare un 
effetto protettivo nei confronti 
dell’attività neuronale.

Procedura sperimentale 
per i test in vivo
Studi clinici condotti sulle po-
polazioni asiatiche, che fanno 

https://www.avdreform.it/
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un elevato consumo di zenzero 
e spezie di questo tipo, hanno 
evidenziato un’incidenza nello 
sviluppo di patologie legate 
al dolore cronico del SNC net-
tamente minore (Anh et Al., 
2020). Pensando quindi a una 
possibile applicazione tera-
peutica dell’estratto di zenzero 
e del suo principale compo-
nente terpenico, sono state te-
state le sostanze in un model-
lo animale di dolore cronico. Il 
modello animale scelto è stato 
il modello EAE (Encefalomieli-
te Autoimmune Sperimentale), 
modello di demielinizzazione 
cronica che porta allo sviluppo 
in modo affidabile sia di allodi-
nia che iperalgesia in risposta a 
stimolazione meccanica o ter-
mica. I topi sono stati immu-
nizzati con l’uso del peptide 
antigenico MOG35−55 in emul-
sione con l’adiuvante completo 
di Freund supplementato con 
4 μg/μl di Mycobacterium Tu-

bercolosis. Si fanno in seguito 
due iniezioni intraperitoneali 
di 500 ng di tossina della per-
tosse, che ha la funzione di 
andare a stimolare la risposta 
immunitaria. Le sostanze, ZOE 
200 mg/Kg e ZNG 20 mg/Kg, 
sono state somministrate per 
gavaggio (via orale) a giorni 
alterni, a partire dal quattor-
dicesimo giorno dopo la pri-
ma iniezione, quando i sintomi 
sono conclamati. Il modello 
EAE è un modello caratteriz-
zato da un forte processo di 
demielinizzazione cronica, il 
quale comporta un’aumentata 
sensibilità neuronale che de-
termina poi l’insorgenza di uno 
stato di ipersensibilità agli sti-
moli dolorosi. Per valutare la 
maggiore sensibilità al dolore, 
associata allo sviluppo della 
malattia, sono stati effettuati 
due tipi di test, al 28° giorno. 
Per valutare l’allodinia mecca-
nica è stato utilizzato il Von 

Frey test che permette di te-
stare la soglia meccanica degli 
animali mediante uno stimolo 
sulla superficie plantare delle 
zampe posteriori provocato 
da più monofilamenti metalli-
ci, con grado di forza sempre 
maggiore. Da questo test è ri-
sultata una risposta significa-
tivamente più bassa negli ani-
mali EAE, rispetto agli animali 
di controllo sham. Per valutare 
invece l’iperalgesia termica è 
stato utilizzato l’Hot Plate test, 
calcolando il tempo di rispo-
sta del topo ad uno stimolo 
termico di 52°C. La maggiore 
sensibilità agli stimoli dolorosi 
è stata confermata anche da 
questo esperimento, in quanto 
la latenza dell’animale EAE sul-
la piastra è significativamente 
più bassa dell’animale sham. 
Questi risultati hanno confer-
mato dunque l’ipersensibilità 
al dolore indotta dalla neuro-
patia.
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La composizione chimica dello zenzero è abbastanza 
complessa ed è caratterizzata da oltre 300 costituenti.

Studi recenti hanno evidenziato il potenziale dello zenzero nelle 
patologie neurodegenerative.
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Procedura sperimentale 
per i test in vitro
Essendo la microglia sene-
scente altamente implicata 
nella sclerosi multipla e nel do-
lore cronico a essa associato, 
per prima cosa è stato visto 
se al 28° giorno dall’inizio del 
modello ci fosse la presenza di 
senescenza microgliale, neu-
roinfiammazione e neurodege-
nerazione. Nei campioni spinali 
degli animali EAE è stato os-
servato un incremento dell’e-
spressione del marker di se-
nescenza cellulare β-galattos-
idasi rispetto all’animale sham 
non immunizzato. Successiva-
mente siamo andati a valutare 
l’espressione di HDAC-1, osser-
vando anche in questo caso un 
aumento dell’espressione pro-
teica nell’animale EAE rispetto 
allo sham. In modelli animali 
di dolore, a livello spinale, l’in-
cremento dell’espressione di 
HDAC1 è selettivo per la micro-
glia e sta a indicare la presenza 
di una forte attivazione micro-
gliale pro-infiammatoria, oltre 
allo sviluppo di un processo di 
senescenza. La sua espressio-
ne risulta aumentata in modelli 
animali di dolore neuropatico, 
per cui attraverso la modula-
zione di tale enzima epigene-
tico si può ottenere una mo-
dulazione del dolore (Sanna et 
Al., 2017). Il modello EAE è un 
modello caratterizzato da un 
forte processo di demieliniz-
zazione cronica. Ciò comporta 
una riduzione dell’espressione 
proteica di MBP, marker della 
proteina basica mielinica, negli 
animali EAE rispetto agli sham. 
La demielinizzazione cronica 
comporta un’aumentata sen-
sibilità neuronale e una mino-
re attività di tali cellule, fino 
a causare la morte neuronale, 
che determina poi l’insorgenza 
di uno stato di ipersensibilità 
agli stimoli dolorosi. Questo 
è stato confermato dalla ri-
dotta espressione proteica di 
neurofilamento H, marker di 

rigenerazione neuronale, negli 
animali EAE in confronto all’a-
nimale sham. Successivamen-
te siamo andati a investigare 
l’efficacia di ZOE e ZNG nel 
modulare alcuni di questi para-
metri. Sono stati efficaci nel ri-
durre in modo significativo l’e-
spressione di β-galattosidasi, 
rispetto all’animale EAE. Risul-
tato analogo è stato ottenuto 
dalla valutazione dell’efficacia 
di ZOE e ZNG nel ridurre l’e-
spressione di HDAC-1. Entram-
bi i trattamenti, dunque, sono 
stati in grado di modulare pa-
rametri di senescenza cellulare 
e neuroinfiammazione. Infine, 
per valutare il possibile potere 

rimielinizzante dell’estratto di 
zenzero e dello zingiberene, è 
stata utilizzata la metodica del 
Luxol Fast Blue, colorante che 
va a marcare in blu la compo-
nente lipidica della mielina, su 
fettine di midollo spinale pa-
raffinate. La marcatura in blu 
osservata nell’animale EAE è 
scarsa e disomogenea, a con-
ferma di una perdita di mielina 
a livello spinale. La marcatura 
nel midollo spinale in seguito 
ai trattamenti con ZOE e ZNG 
invece risulta più omogenea e 
intensa. Ciò dimostra il potere 
protettivo sia dell’estratto di 
zenzero che dello zingiberene 
nei confronti della demieliniz-
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zazione associata allo sviluppo 
della malattia. 

Conclusioni
In conclusione, in questo la-
voro abbiamo definito un po-
tenziale effetto terapeutico 
dell’estratto di Zingiber offici-
nale Roscoe e del suo princi-
pale componente terpenico, lo 
zingiberene, per il trattamento 
del dolore cronico centrale as-
sociato allo sviluppo di malat-
tie neurodegenerative come la 
sclerosi multipla, attraverso la 
modulazione della senescen-
za microgliale e della neuroin-
fiammazione a essa associata. 
Entrambi i trattamenti hanno 
mostrato anche una potenzia-
le azione rimielinizzante nel 
modello EAE. Attualmente, nel 
laboratorio della Prof.ssa Ga-
leotti sono in corso ulteriori 
studi per approfondire l’azione 
senoterapeutica sia dell’estrat-
to di zenzero che dello zingi-
berene. 

* Dottoranda, UNIVERSITÀ DEGLI 
STUDI DI FIRENZE

Dipartimento di Neuroscienze, Psi-
cologia, Area del Farmaco e Salute 
del Bambino (NEUROFARBA) Sez. 
di Farmacologia e Tossicologia
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