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ORIGINAL ARTICLE

Il modello del siero postprandiale, un “tool” trascurato per le
sperimentazioni in vitro di nutrienti

Francesco Pracenza, Marco Malavolta, Laura Costarelli, Robertina Giracconi, Andrea Basso,
Eugenio Mocchegiani
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«THE POSTPRANDIAL SERUM: A NEGLECTED “TOOL” FOR NUTRITIONAL STUDIES»

Summary. Studies “in vitro” designed to highlight the properties and mechanisms of action of macro- and
micronutrients in cellular models are particularly important to achieve knowledge in relatively short time and
with reduced costs compared to studies “in vivo”. However, the real exposure of our cells during supplementation
with micronutrients may be far beyond the doses and the forms of the micronutrients used in the experiments
“in vitro”. To overcome this problem, “in vitro” treatments of cell lines using serum obtained from subjects under
particular dietary interventions (i.e. caloric restriction) was attempted with success. However, large part of our
life occur in the post-prandial status and the postprandial serum is enriched of the various components of the
diet transformed by multitude physiological processes. Hence, in this brief review we will examine the potential
and will propose as tool for nutritional studies a cellular models based on treatments with the post prandial
serum in order to study the effects of particular dietary intervention or supplementation with micronutrients.
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Riassunto. Gli studi “in vitro” finalizzati a evidenziare le proprieta benefiche e i meccanismi di azione di macro- e
micronutrienti essenziali su modelli cellulari sono particolarmente importanti per avere indicazioni rapide e con
costi contenuti. Tuttavia, gli studi “in vitro” sono limitati dal fatto che non possono tenere conto di eventuali effetti
sistemici che possono influenzare I'effetto finale sull'organismo. Per ovviare a questo problema ¢ stato talvolta utiliz-
zato il siero di soggetti sottoposti a particolari regimi dietetici (i.e. restrizione calorica) per trattare linee cellulari in
coltura e studiarne la risposta allo stress o altri effetti di interesse per la salute. Gran parte della nostra vita avviene
perd nello stato postprandiale, il cui siero risulta altresi arricchito dei vari componenti provenienti dalla dieta dopo
le trasformazioni cui li sottopone il nostro organismo. In questa breve review si vogliono esaminare le potenzialita e
proporre quale strumento di studio un modello cellulare basato sul trattamento con siero postprandiale per studiare
meccanismi ed effetti di particolari regimi dietetici o di supplementazioni con micronutrienti.

Parole chiave: Siero postprandiale, micronutriente, traslazionalita

Introduzione

Uno dei principali obiettivi della ricerca biomedica ¢
quello di ovviare alle pit gravi ed incombenti patologie
che affliggono l'intera popolazione mondiale. General-
mente, due generi di approcci possono essere presi in

considerazione per raggiungere questo obiettivo: uno
¢ focalizzato alla realizzazione di terapie sempre pit
efficaci; I'altro invece, ha come finalita la tutela della
salute.

Una consistente quantita di studi multidisciplinari ha
messo in luce come sia possibile prevenire I'insorgenza



11 modello del siero postprandiale, un “tool” trascurato per le sperimentazioni in vitro di nutrienti 277

di varie patologie agendo su fattori ambientali come la
nutrizione, I’alimentazione e lo stile di vita (1). Per cio
che riguarda la nutrizione, numerosi studi hanno fo-
calizzato la loro attenzione sulla capacita di particolari
regimi dietetici (i.e. dieta mediterranea e restrizione
calorica), di supplementazioni con micronutrienti (i.e.
vitamine, oligoelementi) e di alimenti funzionali (i.e.
probiotici) di prevenire I'insorgenza di varie patologie
associate all'invecchiamento incluse le malattie cardio-
vascolari, il cancro e il diabete di tipo II (2-4). Tuttavia,
quando l'incidenza delle patologie eta-associate viene
utilizzata come end-point, le tempistiche e i costi ri-
chiesti per eseguire lunghi studi di follow-up sull'uo-
mo pongono un serio limite a tali studi (5). Per questo
motivo, oltre all'utilizzo dei modelli animali, spesso si
preferisce ricorrere all'utilizzo di biomarcatori surro-
gati quali end-point sull’'uomo (i.e. livelli di colesterolo
o colesterolo LDL in studi mirati ad abbassare il ri-
schio di patologie cardiovascolari) (6) e parallelamente
si ricorre a studi “in vitro” per chiarire i meccanismi
d’azione alla base dei potenziali effetti sulla salute.

Il problema della sperimentazione “in vitro”

Dato il crescente impatto, mediatico e commerciale, di
regimi dietetici in grado di ridurre I'incidenza di diver-
se malattie associate all'etd (quali la restrizione calo-
rica o la dieta mediterranea) e di integratori a base di
micronutrienti, che attraverso il loro putativo effetto
antiossidante o mimetico della restrizione calorica, po-
trebbero consentire benefici analoghi, l'interesse nello
sviluppo di biomarcatori di salute surrogati e di studi
mirati a chiarire i meccanismi d’azione che collegano
tali nutrienti ai rispettivi biomarcatori e al loro effetto
sulla salute, stanno ricevendo sempre piu attenzione.
Tale interesse ¢ chiaramente giustificato alla luce del-
la “quasi-impossibilitd” (sia economica che tecnica) di
condurre lunghissimi studi longitudinali su campioni
di popolazione umana (5). Una parte di tali infor-
mazioni pud comunque essere ottenuta attraverso la
sperimentazione su modelli animali. Anche in questo
caso, tuttavia, oltre alla ben nota difficolta di traslare i
risultati dal modello animale all'uomo, va tenuto conto
del fatto che la maggior parte degli animali di labo-
ratorio (topi e scimmie) ha una lunghezza della vita

media che varia da 1 fino a 35 anni. Da qui I'esigenza
di disporre di metodi pit pratici e rapidi.

Gli studi “in vitro” mirati a chiarire i meccanismi
d’azione di particolari micronutrienti e a riprodurre
eventuali effetti che si avrebbero “in vivo”, in seguito
all’'assunzione di determinati nutrienti, sono partico-
larmente interessanti perché consentono di ottenere le
informazioni richieste in tempi relativamente rapidi e
con costi contenuti. Tuttavia, gli studi “in vitro” non
possono tenere conto di eventuali effetti sistemici che
possono influenzare l'effetto finale sull’organismo (7).
La risposta “in vivo”, infatti, ¢ la conseguenza di una
moltitudine di processi che non possono essere ripro-
dotti “in vitro” tra i quali possiamo includere: I'assor-
bimento intestinale, le trasformazioni e la risposta da
parte della microflora intestinale, la quantita e la dura-
ta in circolazione del micronutriente, I'effetto dei suoi
metaboliti e dei suoi complessi con eventuali proteine
di trasporto e l'effettiva biodisponibilita intracellulare
che si raggiunge nei diversi tessuti (8).

I1 discorso ¢ ancora pitt complesso se si cerca di valuta-
re I'impatto sull’organismo di un regime dietetico o di
nutrienti complessi, o addirittura di una dieta a base di
alimenti derivati da animali in produzione zootecnica,
alimentati con alimenti funzionali.

La biodisponibilita dei diversi nutrienti, che gia gio-
cava da sola un ruolo molto importante, in tal caso,
diventa fondamentale. Essa dipende sia da fattori
endogeni che esogeni: i primi sembrerebbero essere
correlati alla matrice alimentare, alle dimensioni, alla
struttura chimica ed alle quantita di alimento ingerite;
i secondi, invece, sembrerebbero dipendere dall’attivi-
ta degli enzimi digestivi, dall’escrezione biliare, dalle
biotrasformazioni legate al fegato, ai reni, all’epitelio
gastrointestinale ed alla microflora intestinale.

Risulta ovvio come tali fattori possano variare da un
alimento a un altro e come quindi uno stesso nutriente,
sia pilt 0 meno biodisponibile in base all’alimento che
lo incorpora e alla variabilita individuale.

Una valida alternativa per ottenere in tempi relativa-
mente rapidi alcune informazioni sui meccanismi d’a-
zione di tali regimi dietetici ¢ stata fornita dopo i primi
studi di restrizione calorica condotti su modelli animali
e sull'uomo. Il modello proposto consiste nello studiare
gli effetti “in vitro” su particolari linee cellulari del siero
ottenuto da animali (9) o da soggetti umani (10) sotto-
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posti al regime di restrizione calorica. In questa tipologia
di studi, le cellule (linee originate da carcinoma epatico)
venivano poste in coltura con il siero proveniente dai
soggetti sperimentali al termine della sperimentazione
o con il siero prelevato alla “baseline” dagli stessi sog-
getti sperimentali. Questi studi hanno evidenziato per
la prima volta la possibilita di utilizzare il siero umano
per esaminare gli effetti di un regime dietetico su bio-
marcatori di salute e longevita in linee cellulari. Infatti,
le linee esposte al siero proveniente dai soggetti alla fine
del periodo di sperimentazione, mostravano un’aumen-
tata resistenza allo stress ossidativo e un up-regolazione
di geni associati alla longevita. In particolare, le cellule
messe in coltura con il siero proveniente dai soggetti in
restrizione calorica mostravano una aumento di Sirtl,
una riduzione della proliferazione e un aumento della
resistenza allo shock termico. Se da una parte, tali studi
hanno evidenziato come 'utilizzo di queste tecniche “in
vitro” puo essere utilizzato per predire la capacita di al-
cune manipolazioni dietetiche di modulare marcatori di
salute e longevita nell'uomo, restano comunque alcune
perplessita riguardo 'impiego di linee cellulari che no-
toriamente hanno caratteristiche ben diverse dalle linee
primarie. Quest’ultime infatti, oltre a non presentare
mutazioni carcinogeniche nel loro genoma, sono su-
scettibili a fenomeni di senescenza replicativa che non
possono essere considerati quando si impiegano linee
cellulari immortali. In aggiunta, va tenuto conto che I'u-
tilizzo del siero a digiuno non tiene in considerazione
I'influenza del siero postprandiale (PP), nel quale trovia-
mo i picchi di concentrazione degli alimenti che abbia-
mo assunto con la dieta. Tale influenza non puo essere
trascurata, in quanto 'essere umano puo passare anche
meta del tempo della sua vita nello stato PP (11, 12) e,
soprattutto nel caso di alimentazione con cibi funziona-
li o supplementazioni, ¢ importante verificare I'effetto
della dieta quando i micronutrienti, oggetto di studio,
raggiungono il picco massimo di concentrazione (13).

Il siero PP e le patologie metaboliche

11 siero PP umano ¢ il siero ottenuto dal sangue intero
dopo poche ore (4h. max) aver ingerito un alimento.
11 periodo che intercorre tra I'ingestione dell’alimento
fino al suo metabolismo viene denominato “stato PP”.

11 siero PP racchiude in sé tutte le molecole derivanti

dal metabolismo degli alimenti ingeriti.

Tale siero & costantemente oggetto di studio in vari

settori:

- vi ¢ un'importante quantita di studi che ha messo in
luce come la glicemia, I'indice glicemico, i trigliceri-
di e altri metaboliti, nel siero PP, possano essere di
enorme utilita nel monitoraggio e nella prevenzione
di patologie metaboliche (14-18);

- un altro filone di ricerca, ha focalizzato 'attenzione
sulla relazione tra lo stato PP e I'integrita del tessu-
to endoteliale (19-25);

- un recente campo di ricerca ha studiato, mediante il
siero PP, la modulazione dei geni in colture cellulari
esposte al siero PP, ottenuto da pazienti alimentati
con particolari alimenti funzionali (26-32).

Evidenze sempre piu crescenti suggeriscono che lo sta-

to PP, caratterizzato da un elevato valore di glucosio e

di trigliceridi, sia un fattore rilevante per lo sviluppo

del diabete di tipo 2, uno dei principali fattori di ri-

schio per I'arteriosclerosi (14).

Con 246 milioni di persone nel mondo affette da dia-

bete (33), questa epidemia rappresenta globalmente un

motivo di preoccupazione significativo e crescente. Il

diabete mal controllato ¢ una delle principali cause di

morte nella maggior parte dei paesi sviluppati e si as-

socia allo sviluppo di complicanze quali la neuropatia,

I'insufficienza renale, la cecita e le malattie cardiova-

scolari (34, 35). Proprio queste ultime, sono la princi-

pale causa di morte nei pazienti diabetici (14).

Esiste una forte correlazione fra la glicemia PP e il

rischio cardiovascolare, oltre a un’associazione fra I'i-

perglicemia PP e lo stress ossidativo, 'inflammazione,

I'IMT carotideo e la disfunzione endoteliale, tutti noti

markers di malattia cardiovascolare (14-18). Inoltre,

un numero sempre maggiore di studi, dimostra che I'i-

perglicemia PP puo essere collegata anche alla retino-

patia (37), a disfunzioni cognitive negli anziani affetti

da diabete di tipo 2 (37) e a certi tipi di cancro (38-42).
L’incidenza del siero PP sul tessuto endoteliale
Il siero PP & caratterizzato da parecchi cambiamenti

dinamici relativi all’alterazione transitoria della vasodi-
latazione endotelio-dipendente (19). Vari studi hanno
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mostrato come questo transitorio squilibrio PP, relativo
alla vasodilatazione, sia rilevante nello sviluppo inizia-
le dell’arteriosclerosi, inducendo I'apoptosi delle cellule
endoteliali (20). La veloce perdita di tale popolazione
cellulare, concomitante alla degradazione delle proteine
di adesione cellulare, impedisce all'endotelio di espletare
la sua funzione di barriera, aumentando la permeabilita
cellulare alle lipoproteine ad altri costituenti del plasma
ed esponendo la matrice alla trombosi sub-endoteliale
(21). Inoltre, prima di essere eliminate, le cellule endote-
liali in fase di apoptosi diventano pro-coagulanti e pro-
adesive per leucociti e piastrine (22, 23).

In questo contesto, alcuni studi hanno dimostrato che
lipertrigliceridemia prandiale indotta, a) altera pro-
fondamente la funzione endoteliale attraverso un mag-
giore stress ossidativo (24), b) induce il reclutamento
dei leucociti e ¢) aumenta I'espressione dei marcatori
di attivazione dei leucociti che sono direttamente coin-
volti nell'interazione con 'endotelio (25). L'attivazione
di tali leucociti da parte delle cellule polimorfonucleate
(PMN), non solo implica cambiamenti nella proprie-
ta adesiva dei leucociti, ma induce anche il rilascio di
particolari enzimi (43). Due di questi, come la mielo-
perossidasi (MPO) e metalloproteinasi-9 (MMP-9),
hanno un particolare ruolo nelle patologie derivanti
dal deterioramento endoteliale (44, 45).

Per quanto riguarda I'apoptosi delle cellule endoteliali,
un interessante studio ha visto che dopo un pasto grasso,
Ieffetto pro-apoptotico che il siero esercita nei confronti
del tessuto endoteliale, puo essere dovuto alla diminu-
zione del potenziale mitocondriale, evento fondamenta-
le nel processo di morte cellulare programmata. In tale
lavoro ¢ stato anche visto che lo stesso siero stimola la
produzione di ROS nelle cellule endoteliali (46). Que-
sto risultato ¢ ancor pill interessante se si considera che
molti step della cascata apoptotica, compresi la depo-
larizzazione mitocondriale, sono redox dipendenti (47).
La presenza di un danno endoteliale, indotto dallo sta-
to PP, ¢ stata confermata “in vivo” dopo aver visto un
sensibile aumento dei livelli di CD146 nel plasma PP.
L'aumento di tale molecola di adesione cellulare, che
¢ costitutivamente espressa nell’endotelio, riflette una
perdita dell'integrita endoteliale (48).

Tali risultati sono in accordo con quelli di Ferreira et
al., i quali hanno trovato una correlazione tra gli ele-
vati livelli circolanti di trigliceridi nel siero PP e quelli

altrettanto elevati nel sangue di microparticelle endo-
teliali e vescicole submicroscopiche membranose, en-
trambe riversate da parte delle cellule endoteliali ma-
ture durante I'apoptosi o in seguito a stimolazione da
parte di agenti attivanti come il TNF-a (49).

La coerenza fra i risultati di studi metodologicamente
diversi, rafforza il concetto che un pasto ricco di grassi
accelera il tasso di apoptosi dell’endotelio.

I meccanismi attraverso i quali il siero, raccolto dopo
il challenge lipidico, possa danneggiare le cellule endo-
teliali, sembrano essere complessi. Crescente evidenza
suggerisce che la fase PP, soprattutto dopo un pasto
ricco di grassi, ¢ una situazione pro—inﬁammatoria ca-
ratterizzata da attivazione leucocitaria e da stress ossi-
dativo (24, 25). Anche Nicholls et al. hanno recente-
mente dimostrato che il consumo di un carico di grassi
saturi riduce il potenziale anti-inflammatorio delle
HDL e altera la funzione endoteliale arteriosa (50).
Wang et al. hanno valutato I'effetto di lipoproteine ric-
che in trigliceridi isolate da siero PP su cellule endo-
teliali aortiche, evidenziando come I'upregolazione di
molecule di adesione (ICAM-1, E-selectina, VCAM-
1) vari proporzionalmente ai livelli individuali di trigli-
ceridi postprandiali (TG-PP) e alla circonferenza ad-
dominale. Inoltre, i TG-PP da soli non inducono una
risposta inflammatoria se non in combinazione con
basse dosi di TNF-a (0,3 ng/ml) (51). Questi risultati
suggeriscono come l'entita del danno proaterogeno in-
dotto da una dieta ricca in grassi a livello endoteliale,
possa variare individualmente e in relazione all’eta.
Un soggetto anziano caratterizzato da uno stato in-
flammatorio cronico puo maggiormente risentire diun
regime dietetico ricco in grassi rispetto ad un soggetto
giovane.

Per cid che riguarda I'impatto dello stress ossidativo
sul danno endoteliale, ¢ stato visto che oltre a produrre
i ROS, il carico di grasso, stimola i leucociti ad au-
mentare i livelli sierici della “proteina prodotta dopo
un’avanzata ossidazione” (AOPP), un marker di stress
ossidativo (52). E interessante notare che I'incremento
della produzione di ROS sia correlato a) con 'aumen-
tato tasso di apoptosi delle cellule endoteliali esposte
al siero PP e b) con 'aumento dei CD146 nel plasma
PP. Tali evidenze suggeriscono che i ROS rilasciati dai
“leucociti stimolati” possono giocare un ruolo fonda-
mentale nell’indurre il danno endoteliale.
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L’incidenza del siero PP sulla modulazione genica

Tra i vari studi di genomica, la progressione arterio-
sclerotica ¢ stata associata a una differente espressione
dei geni coinvolti nella proliferazione cellulare, nell’a-
desione, nella chemiotassi e nell’organizzazione del
citoscheletro (26-29). Questi risultati sono molto im-
portanti poiché possono identificare nuovi biomarca-
tori e nuovi “signalling pathways” nello sviluppo delle
malattie cardiovascolari.

Recentemente, Volger et al. (30) hanno mostrato in
uno studio di trascrittomica sull’endotelio delle arte-
rie in stato di arteriosclerosi iniziale e avanzata, una
upregolazione, nello stadio avanzato, di geni relativi a)
a particolari classi di chemochine, b) al fattore nucleare
kB (NFkB) e c) al p53. Questo studio, in accordo con
altri (27), ha anche rivelato un’ampia distinzione tra i
profili genomici delle fasi iniziali e quelle avanzate, di
tutti i generi di placche arteriosclerotiche. I risultati
suggeriscono che le diverse fasi di progressione dell’a-
teroma hanno specifici profili di trascrittomica. In un
altro studio, in cui sono state messe in coltura delle cel-
lule endoteliali ottenute da cordone ombelicale (HU-
VEC) con il siero PP prelevato da alcuni volontari che
avevano assunto una dieta ricca di grassi, Dejeans et al
(31) hanno mostrato una modulazione di geni legati al
controllo del ciclo cellulare e alla promozione dell’a-
poptosi. E” stato inoltre mostrato che rispetto alla con-
dizione preprandiale, nelle HUVECsS esposte al siero
PP, i geni che codificano per proteine pro-apoptotiche
(Chk2, BBC3, rassf5, CREBBP, cdkn2c e bcl3) erano
upregolati e i geni che codificano per le proteine anti-
apoptotiche erano inibiti (Cdc6, cdc34, cdc26, bel2l1,
GSTP1). Tra questi geni, Chk2 codifica una proteina
che ha la capacita di fosforilare e, quindi, attivare il

p53 (32).

11 modello del siero PP “in vitro”

Considerando che:

1) nel siero PP sono racchiuse tutte le sostanze prove-
nienti dal metabolismo dell’alimento;

2) il siero PP induce la degenerazione del tessuto en-
doteliale alterandone la funzionalita e diminuendo-
ne la vitalita;

3) il danno al tessuto endoteliale rappresenta uno dei
primi passi verso l'arteriosclerosi.

I'impatto del regime dietetico sulla salute, con particolare
rifermento alla prevenzione di malattie cardiovascolari,
puo essere valutato esponendo colture di cellule endo-
teliali primarie (disponibili commercialmente) al siero
PP, quest’ultimo ottenuto dopo i diversi regimi dietetici
cui sono stati sottoposti alcuni volontari sani. Tale mo-
dello, puo quindi essere preso in considerazione come
modello di sperimentazione “in vitro” che possa mimare
nel miglior modo le condizioni di una sperimentazione
“in vivo”. I risultati offerti da questa tipologia di studio
possono complementare quelli ottenuti “in vitro” con
singoli micronutrienti e consentono il vantaggio di una
tempistica ridotta e costi piu contenuti rispetto a quella
di una normale sperimentazione “in vivo”.

In aggiunta ai vantaggi sopra esposti, questo modello
consente il vantaggio di ridurre I'esposizione dei sog-
getti sperimentali ad una sola somministrazione, ridu-
cendo quindi le possibilita di “drop-out” e riducendo
eventuali rischi dovuti ad effetti collaterali indesiderati
a seguito di una supplementazione o di un regime die-
tetico sostenuto per lunghi periodi di tempo.

Nel caso infatti si debbano confrontare gli effetti di diete
o supplementi o regimi dietetici differenti, lo studio puo
essere effettuato esponendo colture di cellule endotelia-
li primarie al siero PP, ottenuto da donatori, alimentati
una sola volta con gli “alimenti funzionali” o con regi-
mi dietetici differenti, oggetto di studio, attraverso un
design a “cross-over”. Le cellule endoteliali potranno

= 2

Intervento nutrizionale T L=
T 3\ JF, i

con design a cross-over W s E&Q
' i

“Baseline” (B) B 1 2

Post-Prandiale (dieta 1)

5 +
' Post-Prandiale [dieta 2)
— |

Figura 1. Il modello del siero PP “in vitro”. Il modello consiste
nell’esporre una linea cellulare primaria (i.e. endoteliali, epato-
citi, cellule del sangue) con il siero PP ottenuto da 3-4 ore dopo
aver alimentato alcuni volontari sani con il nutriente o I'alimen-
to di cui si vogliono evidenziare possibili effetti sulla salute e
misurare su tale linea cellulare primaria i biomarcatori che si
intende studiare (stress ossidativo, DNA damage, etc.).
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quindi essere esposte al siero PP sia per brevi (4 ore) che
per lunghi periodi di tempo (8 ore al giorno), cercando
di mimare la situazione PP che avverrebbe “in vivo”. La
misura di specifici biomarcatori quali la produzione di
ROS intracellulari, la stabilita genomica (“DNA dama-
ge/repair”), la resistenza allo stress, i profili di espressio-
ne genica e la velocita di invecchiamento “in vitro” (se-
nescenza cellulare) sulle cellule esposte per tempi ridotti
e prolungati al siero PP a confronto con il siero a digiu-
no (baseline) potrebbe aiutare ad identificare il regime
dietetico con il migliore impatto potenziale sulla salute.
Allo stesso tempo, verrebbero messi alla luce eventuali
meccanismi d’azione implicati nella prevenzione delle
patologie cardiovascolari attraverso le diete sperimen-
tali. Un possibile schema del modello del siero PP “in
vitro” ¢ rappresentato in Figura 1. Alcune limitazioni
del presente modello consistono nella limitata disponi-
bilita di siero PP di cui & possibile disporre da un sin-
golo donatore e I'eventuale effetto confondente dovuto
al medium di coltura che ¢ necessario per assicurare le
condizioni ottimali “in vitro” ma che non ¢ ovviamente
presente nella condizione “in vivo”.

Considerazioni conclusive

Lapproccio metodologico presentato pud essere im-
piegato per chiarire i meccanismi di azione di parti-
colari micronutrienti o regimi dietetici con potenziale
impatto sulla prevenzione cardiovascolare. Tale model-
lo potrebbe offrire risultati che possono complemen-
tare quelli eseguiti “in vitro” con singoli nutrienti, ma
puo anche offrire un'interessante alternativa pratica
e a basso costo rispetto a lunghi studi longitudinali
sull'uomo o su modelli animali.
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