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Sommario

Le specie reattive dell’ossigeno esercitano sugli organismi viventi effetti che dipendono dalla loro
concentrazione, esse, in altre parole, si comportano da agenti ormetici in grado di esercitare effetti
dose dipendente. A basse concentrazioni sono coinvolte in molteplici processi fisiologici, tra cui il
controllo della ventilazione polmonare, la regolazione della massa degli eritrociti, la regolazione di
risposte geniche. Quando la loro concentrazione aumenta esercitano effetti che possono essere
dannosi per le cellule poiché sono in grado di danneggiare tutte le macromolecole biologiche
ossidandole e questo puo determinare disfunzioni cellulari. Per difendersi dagli effetti dannosi delle
ROS tutte le cellule degli organismi aerobici sono equipaggiate con un complesso sistema di difesa
antiossidante. Allorché la produzione di ROS aumenta e/o il sistema di difesa antiossidante risulta
meno efficiente, le macromolecole danneggiate ossidativamente si accumulano e tale condizione e
definita stress ossidativo. Lo stress ossidativo si riscontra in stati fisiologici, per esempio durante
I’attivita fisica, ma anche in diversi stati patologici e sembra anche essere causa o0 concausa delle
patologie. Tra le situazioni in cui si verifica stress ossidativo vi e I’alterazione della sensibilita
tessutale all’insulina, condizione nota come insulino resistenza (IR). Non ¢ finora noto se I’IR possa
essere causata anche dallo stress ossidativo o se lo stress ossidativo rappresenti un epifenomeno che
si accompagna a tale alterazione. Studi in vitro suggeriscono che le ROS possono attivare dei
fattori, in particolare alcune serine treonina chinasi come la c-Jun NH, terminal kinase, che
sembrerebbero alterare la via di segnalazione insulinica. Per verificare il ruolo delle ROS
nell’insorgenza dell’insulino resistenza in vivo abbiamo utilizzato come modello di stress ossidativo
il ratto ipertiroideo. E noto, infatti, che I’ipertiroidismo & associato con un’alterazione dello stato
redox nei tessuti bersaglio dell’ormone che determina un accumulo di macromolecole danneggiate
ossidativamente ¢, quindi, I’insorgenza di stress ossidativo. Inoltre, e anche noto che
I’ipertiroidismo puo essere associato con una particolare forma di diabete, detto diabete tiroideo.
Abbiamo studiato se 1’induzione sperimentale dell’ipertiroidismo provochi insulino resistenza e se
la somministrazione di un antiossidante, la vitamina E, oltre a ridurre il livello di stress ossidativo,
riduca o prevenga I’insulino resistenza. | nostri risultati indicano che nei ratti resi sperimentalmente
ipertiroidei insorge una condizione di insulino resistenza, come dimostrato dalle alterazioni della
glicemia e dell’insulinemia in seguito a carico di glucosio. Tale condizione ¢ associata all’aumento
dei markers di stress ossidativo a livello del tessuto epatico e muscolare e dalla riduzione della
sensibilita all’insulina in tali tessuti. Inoltre, per comprendere il meccanismo dell’alterazione della
sensibilita all’insulina abbiamo valutato 1’attivazione di JNK la quale puo interferire con la via di

segnalazione attivata dall’insulina. Il trattamento con vitamina E attenua le alterazioni osservate



negli animali ipertiroidei, confermando il ruolo in vivo delle ROS nell’insorgenza dell’insulino

resistenza negli animali resi sperimentalmente ipertiroidei.



Introduzione

Attualmente 1’incidenza del diabete non-insulino dipendente o diabete mellito di tipo (T2DM) € in
drammatica crescita in tutto il mondo [1,2].

L’insulino resistenza (IR), uno dei primi segni clinici del T2DM, gioca un ruolo chiave nello
sviluppo della malattia. Sebbene attualmente 1’incidenza di IR ¢ T2DM sia principalmente dovuta
alla epidemia globale di obesita [3], IR e T2DM sono anche associati a disordini della corteccia e
della midollare del surrene [4] e della ghiandola tiroidea [5].

Prove di una relazione tra ormoni tiroidei e metabolismo del glucosio sono apparse circa 100 anni fa
e fu coniato il termine ‘diabete tiroideo’ per descrivere I’influenza degli aumentati livelli di ormoni
tiroidei sulle alterazioni dell’omeostasi del glucosio [6]. Gli effetti diabetogeni dell’eccesso di
ormoni tiroidei sono stati attribuiti ad un’aumentata velocita dell’assorbimento gastrointestinale del
glucosio, ad una diminuita capacita del fegato di immagazzinare il glucosio sotto forma di
glicogeno, ad un aumentata gluconeogenesi epatica, ad una riduzione del rilascio di insulina da
parte del pancreas, ad un’aumentata IR periferica e alla diminuzione dell’emivita dell’insulina nel
plasma [7-9].

Il problema e ulteriormente complicato dalla presenza di elevati livelli di insulina e glucosio
nell’ipotiroidismo [10] e dalla presenza di IR sia nell’ipertiroidismo subclinico che [11, 12]
nell’ipotiroidismo [13, 14].

Inoltre, il diabete e i disordini tiroidei sembrano influenzarsi a vicenda [15, 16] poiché gli ormoni
tiroidei contribuiscono alla regolazione del metabolismo dei carboidrati e alla funzione del pancreas
e il diabete influenza la funzione tiroidea in maniera variabile.

Sugli effetti dell’ipertiroidismo sull’ IR e il T2DM vi sono dati conflittuali e i meccanismi che
sottendono a tale relazione sono ancora oggetto di studio. Poiché nell’ipertiroidismo si osserva
sempre un aumento della produzione di radicali e di altre specie reattive dell’ossigeno non €

possibile escludere che tali specie siano coinvolte nell’insorgenza di IR e T2DM.



Pathway insulinico

La regolazione della glicemia ematica dipende dall’equilibrio tra due ormoni secreti dalle cellule
endocrine del pancreas, I’insulina e il glucagone. Quando, in seguito a un pasto, la concentrazione
del glucosio nel sangue aumenta, esso entra nelle cellule B del pancreas per trasporto passivo
facilitato utilizzando trasportatori del glucosio espressi costitutivamente, i GLUT2. All’interno delle
cellule B, il glucosio é fosforilato dall’enzima esochinasi 1V, glucochinasi (GK), con formazione del

glucosio-6-fosfato, G6P che é convogliato nella via glicolitica.

L’aumento della velocita del catabolismo del glucosio causa un aumento della concentrazione di
ATP determinando un cambiamento del rapporto intracellulare tra ATP e ADP. Questo aumento
induce la chiusura dei canali del potassio sensibili all'’ATP. La riduzione dell’efflusso di K* causa la
depolarizzazione della membrana cellulare che induce 1’apertura dei canali del calcio voltaggio
dipendenti con conseguente aumento dell’afflusso dello ione nelle cellule B. Il Ca** intracellulare
agisce come secondo messaggero attivando eventi che culminano con il rilascio dell’insulina
stoccata all’interno di vescicole. Le cellule B del pancreas sono fornite di due pool di vescicole
contenenti I’insulina, uno adiacente alla membrana, appartenente al pool della prima fase di rilascio,
e uno localizzato piu in profondita nella cellula che costituisce il pool della seconda fase di rilascio
[17]. La mobilizzazione di oltre il 90% delle vescicole dipende dall'efflusso di Ca®* dal reticolo
endoplasmatico e solo una piccola popolazione di granuli, definita a movimento rapido, risponde
all'afflusso del Ca®* extracellulare in seguito a depolarizzazione della membrana plasmatica. Questi
granuli di insulina, localizzati piu lontano dalla membrana, sono responsabili del rifornimento del
pool a rilascio rapido[18], ma tra i due rilasci intercorre un breve lasso di tempo che fa si che il
rilascio dell’insulina sia bifasico [19]. Diverse proteine partecipano all’adesione delle vescicole con
la membrana, in particolare la famiglia delle proteine sinaptobrevina/’VAMP SNARE (SNAP
Receptor), SNAP-25, sintaxina, a-SNAP, e le proteine leganti il Ca** sinaptotagmina I e I1. In
particolare, I’aumento della glicemia induce I’interruzione del legame tra la F-actina e la sintaxina-4
permettendo il docking tra le vescicole e la membrana consentendo la secrezione dell’insulina

durante la Fase 1 del rilascio [17].

Quando, invece, permane lo stimolo indotto dalla glicemia, si innesca la Fase 2 del rilascio
dell’insulina che prevede il rilascio dell’ormone contenuto nel pool vescicolare di riserva ATP-
dipendente [20].
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Figura 1 - Rilascio bifasico insulina

I processi cellulari stimolati dall'insulina sono avviati al momento del suo legame al recettore
transmembrana che é seguito dall'autofosforilazione del recettore dell'insulina sui residui di tirosina.
La fosforilazione del recettore dell’insulina rende possibile il legame e la fosforilazione dei substrati
1 e 2 del recettore dell'insulina (IRS-1, IRS-2), i quali interagiscono con i domini src homology 2
(SH2) di varie molecole di trasduzione del segnale, inclusa la subunita p85 della fosfatidilinositolo
3-chinasi (PI3K)e della proteina Growth factor receptor-bound protein 2 (GRB2), per propagare il
segnale di insulina a valle (Sasaoka e Kobayashi, 2000). Dunque, il legame dell'IRS alla
fosfatidilinositolo 3-chinasi (P13K) determina I'attivazione di una via PI3K-dipendente che
comprende la chinasi fosfoinositide-dipendente (PDK) e la proteina chinasi B (PKB/AKT). AKT &
un mediatore cruciale di molti degli effetti metabolici dell'insulina nel fegato, nel cervello, nei
muscoli, nel tessuto adiposo e in altri tessuti [21]. Dopo l'attivazione, le isoforme di AKT vengono
rilasciate dalla membrana plasmatica e fosforilano vari substrati cellulari che possono regolare in
modo specifico un singolo processo cellulare o influenzare pleiotropicamente diverse funzioni
cellulari [22].

11 pathway che vede coinvolta I’attivazione di GRB2, invece, puo essere attivato o in seguito

all’attivazione delle IRS o mediante una via indipendente da queste ultime. Il recettore dell’insulina,
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una volta attivato, puo reclutare direttamente la proteina Src homology 2 domain containing (SHC) ,
sempre grazie al dominio SH2 [23]. Successivamente, GRB2 si leghera a Ras, una small GTPasi,
(Rat sarcoma) promuovendo su di essa il rilascio di GDP e il legame di GTP. Ras, cosi attivata, si
leghera a Raf-1 (rapidly accelerated fibrosarcoma), attivandola. Una volta attivata Raf-1 fosforila
la proteina Mek (mitogen-activated protein kinase kinase, MAKP kinase) su residui di serina,
rendendola capace di fosforilare, su residui di tirosina e treonina, la proteina ERK (extracellular
signal-regulated kinases) che cosi si attiva. ERK attivata migra nel nucleo e fosforila fattori

nucleari di trascrizione, come Elk1 (ETS Like-1 protein). Elk1 fosforilato si puo unire a SRF
(serum response factor) per stimolare la trascrizione e la traduzione di una serie di geni essenziali

per la divisione cellulare [24].
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Figura 2 - Via di segnalazione dell*insulina

Insulina e fegato

Una volta immessa in circolo, attraverso la vena porta I’insulina entra in contatto con il fegato, il

primo organo con cui interagisce.

Nel fegato, AKT innesca I'accumulo di glucosio come glicogeno, inibisce la degradazione del
glicogeno, stimola la conversione dell'eccesso di glucosio in lipidi e inibisce la produzione de novo
di glucosio [25].



AKT inibisce la gluconeogenesi epatica fosforilando, e quindi inibendo, la proteina forkhead box
01 (FOXO1) [26], un fattore di trascrizione che induce la trascrizione dei geni che codificano per

fosfoenolpiruvato carbossichinasi (PEPCK) e glucosio-6-fosfatasi (G6Pasi).

PEPCK e G6Pasi governano la gluconeogenesi epatica convertendo, rispettivamente l'ossalacetato
in fosfoenolpiruvato e il glucosio-6-fosfato in glucosio. In accordo con il loro ruolo nella
gluconeogenesi epatica, la produzione epatica di PEPCK e G6Pasi ¢ inibita dall’insulina dopo un

pasto e stimolata da glucagone nelle condizioni di digiuno [27,28].

L'insulina sopprime la gluconeogenesi anche attraverso azioni extraepatiche indirette che
determinano la riduzione della disponibilita di substrati gluconeogenici. Infatti, essa inibisce la
lipasi ormono-sensibile, limitando la lipolisi del tessuto adiposo e riducendo la disponibilita di acidi
grassi liberi (FFA) e glicerolo [29] e inibisce la proteolisi muscolare limitando il rilascio di
aminoacidi [30]. Gli FFA sono usati come fonte di energia per la gluconeogenesi e il glicerolo e gli
amminoacidi sono precursori della gluconeogenesi. Una significativa riduzione dell'afflusso di FFA
al fegato insieme a una ridotta fornitura di substrati gluconeogenici determina un potente effetto
inibitorio indiretto dellinsulina sulla gluconeogenesi epatica [31]. La riduzione del flusso di FFA al
fegato provoca anche una diminuzione delle concentrazioni epatiche di acetil-CoA il quale agisce
da regolatore della produzione epatica di glucosio (HGP) modulando I’attivita dell’enzima piruvato
carbossilasi (PC) che controlla il primo passaggio nella conversione del piruvato in glucosio [32].
Inoltre, I'insulina sopprime il rilascio di glucagone da parte delle cellule o pancreatiche che stimola

la produzione di glucosio epatico [33].

All’interno del fegato vi ¢ un enzima, I’insulinasi (glutatione-insulina transidrogenasi), che media la

degradazione proteolitica di circa il 50% dell’insulina immessa in circolo dal pancreas.

Per tale motivo solo una quota di insulina prodotta dal pancreas raggiunge gli altri tessuti sensibili

all’ormone.

Insulina e periferia: il muscolo

Nel muscolo I’assorbimento del glucosio ¢ principalmente dipendente dall’insulina che promuove
I’esposizione sulla membrana plasmatica dell’isoforma 4 del trasportatore del glucosio, il GLUTA4,

contenuto in vescicole.

L’esposizione dei GLUTA4 richiede I’attivazione della chinasi AKT in quanto tra i suoi substrati vi &

una proteina di 160 kDa (AKT substrate 160, AS160) importante nell'attivazione del trasporto del



glucosio nel muscolo. Infatti, la fosforilazione di AS160 da parte di AKT annulla l'inibizione della
traslocazione di GLUT4 dalle vescicole interne alla membrana plasmatica. Tuttavia, la stimolazione
completa del trasporto del glucosio da parte dell'insulina sembra richiedere la fosforilazione della
proteina chinasi C atipica (PKC{) da parte del PDK [34]. Inoltre, il legame con l'insulina avvia
anche la disattivazione dei membri della famiglia delle proteine tirosin fosfatasi, come la proteina
tirosin fosfatasi 1B (PTP1B) e I'omologo tensina (PTEN), che in condizioni cellulari di riposo

esercita un‘attivita che supera l'attivita della chinasi e inibisce la segnalazione dell'insulina [35, 36].

Nel muscolo AKT innesca lo stoccaggio del glucosio sotto forma di glicogeno, inibisce la scissione

del glicogeno, induce la sintesi proteica e perviene la scissione delle proteine.

L’esposizione delle GLUT-4 a livello muscolare e un evento di fondamentale importanza per il
mantenimento dell’omeostasi glicemica in quanto il muscolo ¢ il principale tessuto coinvolto
nell’uptake del glucosio nella fase postprandiale. Infatti, una ridotta massa muscolare, o0 una
riduzione della sensibilita di questo tessuto all’insulina, possono rappresentare fattori che
predispongono 1’organismo a patologie metaboliche [37]. 1l contributo del muscolo all’uptake del
glucosio nella fase postprandiale aumenta ulteriormente in seguito all’esercizio. Questo &
probabilmente dovuto a vari fattori tra cui un aumento della mobilitazione del glucosio, causata
dall’aumentata perfusione capillare, un aumento dei trasportatori di membrana e un aumento del
flusso intracellulare dei substrati dovuto alla glicolisi. L’aumento dei trasportatori del glucosio in
seguito all’esercizio nel muscolo sembra dipendere dall’attivazione di una via indipendente
dall’insulina. Il meccanismo alla base dell’attivazione di tale via non ¢ ancora stato chiarito
dettagliatamente ma sia la contrazione che I’insulina mediano 1’esposizione dei GLUT-4 in seguito
all’attivazione di PKC, NOS (ossido nitrico sintasi), 0 PKB/AKT [38].
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Insulino resistenza

L’insulino resistenza é una condizione in cui la sensibilita delle cellule bersaglio ai livelli normali di
insulina ¢ ridotta. L’IR ¢ spesso accompagnata da una varieta di anormalita metaboliche e vascolari,

una condizione indicata come “sindrome da insulino resistenza” [39].

Le forme piu communi di IR nell’uomo sono associate con 1’obesita e I’inattivita fisica anche se
I’identificazione di un meccanismo cellulare comune a queste condizioni & un problema non ancora

risolto.

Il muscolo scheletrico rappresenta un tessuto importante nello sviluppo dell’IR nell’intero
organismo [40]. Sebbene I’IR nel muscolo dipenda da alterazioni sia della via di segnalazione
insulinica che nel trasporto del glucosio [41], alcuni studi supportano I’idea che I’IR dipenda
primariamente da difetti nell’uptake del glucosio [41]. E stato infatti dimostrato che mentre la
distruzione del GLUT4 provoca una severa IR e intolleranza al glucosio [42], ’assenza di recettori
per I’insulina nel muscolo scheletrico induce un quadro di sindrome metabolica (elevata massa
grassa, alti livelli di trigliceridi, e di acidi grassi) ma i livelli di glucosio e di insulina, e la tolleranza
al glucosio appaiono normali [43]. Inoltre, il trasporto del glucosio nel muscolo scheletrico puo
anche essere stimolato da un meccanismo insulino indipendente attivato dall’esercizio e dall’ipossia

[41].

I soggetti obesi [44] e diabetici [45] presentano piu bassi livelli di fosforilazione su residui di
tirosina di IRS-1 e minore attivita di PI3K rispetto ai controlli. La diminuita fosforilazione su
residui di tirosina di IRS-1 e IRS-2 & dovuta ad un aumentata fosforilazione su residui di serina e
treonina [46] operata da chinasi come la chinasi inibitoria kappa B (IKK) [47], la chinasi c-Jun
amino terminale (JNK) [48], la proteina mTOR (bersaglio della rapamicina nei mammiferi) [49],
isoforme di protein chinasi C [50], e la protein chinasi attivata da mitogeni p38 (p38 MAPK) [51].
A causa della ridotta fosforilazione su residui di tirosina anche i livelli di attivazione della PI3K
sono ridotti il che altera di conseguenza gli effettori a valle riducendo la traslocazione sulla
membrana o I’attivazione di GLUT4[52-54].

L'insulina stimola due segnali indipendenti che entrambi contribuiscono a favorire il trasporto del
glucosio: la PI3K porta alla traslocazione del GLUT4 sulla membrana e la p38 MAPK porta
all’attivazione dei trasportatori reclutati sulla membrana. Cosi I’IR ¢ stata associata con una risposta
alterata della p38 MAPK all’insulina in un modello murino di IR (I topi ob/ob), sebbene la risposta
della p38 MAPK alla contrazione sembrava essere preservata permettendo una via insulino

indipendente di attivazione del GLUT4 [55].
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Meccanismi dell’IR

Gli studi volti a comprendere i meccanismi mediante i quali una dieta ricca di grassi o I’obesita
possono inibire la via di segnalazione insulinica suggeriscono che & improbabile che I’IR possa
essere spiegata da una singola causa, piuttosto ¢ piu probabile che I’IR si sviluppi a causa di

meccanismi multipli e complementari.

La teoria piu diffusa sui meccanismi sottostanti I’IR nell’obesita ¢ basata sulla incapacita del tessuto
adiposo di accumulare un eccesso di energia, il che provoca un elevato efflusso di FFA dai depositi
di grasso agli altri tessuti incluso il fegato e il muscolo scheletrico [56]. Poiché questi tessuti sono
lipotossicita puo portare a IR nel muscolo, fegato e pancreas [52]. Tuttavia, fu successivamente
osservato che il sovraccarico di lipidi non agisce da solo in questo processo. Poiché i mitocondri
sono 1 siti principali dell’ossidazione degli acidi grassi e della loro utilizzazione, ¢ stato anche
suggerito che una ridotta funzionalita mitocondriale possa fornire un contributo importante
all’accumulo di metaboliti tossici dei lipidi e che la IR possa verificarsi come conseguenza. Pil
recentemente ¢ stato proposto che la produzione di specie reattive dell’ossigeno (ROS) possa essere
la conseguenza primaria degli aumentati livelli serici di FFA. L’aumentata produzione d ROS puo,

a sua volta, causare disfunzioni mitocondriali e portare a IR [57, 58].

Negli organismi aerobici le ROS, che sono prodotte occasionalmente da fattori ambientali, sono
generate continuamente come sottoprodotti del normale metabolismo cellulare. La produzione di
ROS ¢ iniziata dalla riduzione univalente dell’ossigeno a radicale anione superossido (O,) che
porta alla formazione del perossido d’idrogeno (H,O5) e di radicale idrossilico (OH). Altre specie
reattive contenenti azoto, dette specie reattive dell’azoto (RNS) comprendono 1’ossido nitrico (NO)
e il suo derivato il perossinitrito (ONOO ). Le ROS e le RNS sono agenti ossidanti coinvolti nel
danno tessutale ed e ormai accertato che 1’ossidazione ¢ un meccanismo generale di danno tessutale
in varie condizioni patologiche [59, 60]. E anche noto che specie reattive come O,~, H,0O,, and NO°

possono anche funzionare come molecole segnale regolando processi fisiologici importanti [58].

Per esempio, e stato dimostrato che NO" regola l'interazione tra GK e granuli secretori di insulina

[61] e migliora I'esocitosi dei granuli attraverso la S-nitrosilazione della sintaxina 4 [62].

Successivamente, € stato suggerito che bassi livelli di H,O, regolano positivamente I'afflusso
mitocondriale di Ca2+ [63], un processo importante per aumentare l'attivita del ciclo dell'acido

tricarbossilico, un importante driver della seconda fase del rilascio di insulina [64].
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Inoltre, l'osservazione che la secrezione di insulina € attenuata dagli antiossidanti in modo dose-
dipendente, ed é altamente correlata con i livelli di ROS, suggerisce che la produzione basale di

ROS é uno stimolo necessario per la secrezione di insulina indotta da glucosio [63].

Infatti, alcuni studi hanno evidenziato il ruolo cruciale dell'H,0O,, che agisce come segnale di
trasduzione, accoppiando il metabolismo del glucosio alla secrezione di insulina, o lo interrompe a

seconda della sua concentrazione [65,66].

Lo stress ossidativo € stato riconosciuto essere un meccanismo chiave nell’IR allorché la ricerca in
questo campo ha rivelato una forte correlazione tra lo stress ossidativo corporeo e 1’incidenza di IR.
La comprensione di questa correlazione é ancora incompleta ma alcune informazioni derivano dallo

studio dell’insorgenza di stress ossidativo nell’ IR indotta dall’obesita o da una dieta ricca di grassi.

Anche se le cellule contengono diverse fonti di ROS, diversi dati sperimentali indicano che le
specie ossidanti convolte nell’insorgenza di IR originano principalmente dalla catena di trasporto
elettronico e dall’enzima NADPH ossidasi (NOX) [67].

Negli uomini obesi e in modelli animali il contributo della NOX all’IR muscolare sembra essere

dovuto ad un over attivita del sistema renina angiotensina (RAS) [68].

L’angiotensinogeno (Agt) é tagliato dalla renina e dall’enzima che converte I’angiotensina (ACE) in
successione, per formare 1’angiotensina II (Ang Il), il principale peptide attivo di questo sistema.
Studi su miociti L6 in coltura hanno fornito le prime prove del coinvolgimento della NOX nell’ IR
indotta da Ang Il [69]. Questi studi hanno dimostrato che Ang Il aumenta 1’attivita della NOX e,
quindi, la generazione di ROS e che cio é accompagnato alla riduzione della fosforilazione di IRS
su residui di tirosina, della attivazione di AKT e della traslocazione del GLUT4 sulla membrana
plasmatica quando le cellule erano trattate con insulina [69].

Altri studi hanno dimostrato che un aumento dell’attivita della NOX induce IR in altri tipi cellulari,

tra cui adipociti [70], epatociti [71], e cardiociti [72].

La prima prova diretta che ha suggerito il coinvolgimento delle ROS mitocondriali nello sviluppo
dell’IR ¢ stata ottenuta su adipociti 3T3-L1 trattati con il fattore di necrosi tumorale o (TNFa) [73].
L’insorgenza di IR risultava in un aumento della produzione di ROS mitocondriale che precedeva il
declino della sensibilita all’insulina. Inoltre, se si spazzavano 0 O, 0 H,0,, la sensibilita
all’insulina era parzialmente recuperata [73]. Questo risultato era in accordo con I’idea che la ROS

che si genera per prima nei mitocondri sia O," che €, successivamente, convertito in H,O,
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dall’enzima superossido dismutasi mitocondriale (SOD) [74]. Entrambe le ROS possono
raggiungere il citosol poiché la membrana mitocondriale ¢ permeabile all’H,O; e il superossido
permea la membrana mitocondriale interna attraverso il canale anionico e la membrana

mitocondriale esterna attraverso il canale anionico voltaggio dipendente [75].

Aumenti nella produzione di ROS mitocondriale nell’IR sono stati trovati nel fegato [76], e nel
muscolo cardiaco [77] e scheletrico [78].

L’aumento della produzione di ROS indotto dall’obesita potrebbe essere dovuto alla relazione
inversa che esiste tra la velocita del flusso di elettroni e il leak elettronico lungo la catena di
trasporto elettronico, cosi che in vitro, quando la velocita della respirazione € alta (in presenza di
ADP, Stato 3), la generazione di ROS e bassa, mentre quando la velocita della respirazione € bassa
(in assenza di ADP, Stato 4), la produzione di ROS & alta [58]. In vivo una condizione simile allo
stato 4 ed un’alta produzione di ROS & probabile che si verifichi durante periodi di sovraccarico di

nutrienti con uno stile di vita sedentario.

Sebbene i meccanismi mediante i quali la produzione di ROS altera la segnalazione insulinica non
siano stati pienamente caratterizzati, gli effetti delle ROS sull’IR sono stati ascritti ad alterazioni di
diverse vie di segnalazione intracellulare. Tra le diverse proteine indicate come possibili effettori ci
sono varie chinasi come IKK B, JNK, p38 MAPK, che catalizzano la fosforilazione di residui di
serina in IRS, riducendo cosi la fosforilazione sui suoi residui di tirosina da parte dell’insulina il

che inibisce la sua attivita [46].

Questa idea € supportata da prove che le attivita di queste chinasi sono stimolate da una varieta di

stress esogeni ed endogeni comprese le ROS e che il loro contenuto aumenta nell’obesita e nell’ IR
[79].

Infatti, € stato osservato in vitro che incubando colture cellulari con un potente induttore di JNK,
I’ansiomicina, veniva indotta una riduzione della fosforilazione di IRS1 e IRS2 su residui di tirosina
in risposta all’insulina [48]. La fosforilazione mediata da JNK su IRS1 é stata mappata sul residuo
di serina®’, ed & stato mostrato che la fosforilazione su questo residuo inibisce I’interazione tra le

IRS1 e il recettore dell’insulina in risposta all’insulina [48,80].

L’attivita di JNK in muscolo, grasso e fegato di ratti obesi ¢ risultata essere elevata. Infatti, ratti
JNK1™ risultavano resistenti all’obesita indotta dalla dieta e mostravano un miglioramento della
sensibilita all’insulina, accompagnata da un maggior grado di fosforilazione di IRS su residui di
tirosina e una diminuzione della fosforilazione su residui di serina®’ in risposta all’insulina [81].

14



Inoltre, anche in topi INK27 e INK1*" vi era una protezione contro 1’obesita indotta dalla dieta,
contro la steatosi epatica e contro la resistenza all’insulina, indicando un coinvolgimento di

entrambe le isoforme di JNK sulla fosforilazione del residuo di serina®” delle IRS in vitro [82,83].

Insulino resistenza nell’ipertiroidismo

Da quando nel 1920 Rohdenburg ha riportato che un eccesso di ormoni tiroidei puo condurre ad
alterazioni nel metabolismo dei carboidrati e che ci sono associazioni tra gli ormoni tiroidei e il
diabete [6] si ¢ osservato che ¢’¢ un aumento del T2DM in condizioni di tireotossicosi. Inoltre, si e
anche mostrato che lo sviluppo del T2DM durante I’ipertiroidismo peggiora entrambe le malattie,
potenzia I’insorgenza di complicazioni come la chetoacidosi e puo provocare un aumento della

richiesta giornaliera di insulina [84].

L’ipertiroidismo clinico € accompagnato spesso da un’anomala tolleranza al glucosio e IR [85].
Alterata tolleranza al glucosio ¢ stata osservata in circa il 50% dei soggetti ipertiroidei, e circa il 2—
3% di tali pazienti ha il diabete [86].

Le alterazioni della tolleranza al glucosio sono state attribuite a diversi fattori, tra cui I’aumento
dell’assorbimento del glucosio a livello gastro-intestinale, iperglicemia post assorbitiva, alta
produzione epatica di glucosio, alta concentrazione di FFA, alterata secrezione di insulina e
riduzione della sensibilita periferica all’insulina [85]. Sebbene ciascuno di questi fattori puo
contribuire all’aumento dei livelli serici di glucosio, i meccanismi principali sottostanti
all’alterazione della tolleranza al glucosio nell’ipertiroidismo sono la riduzione della secrezione

dell’insulina e la ridotta sensibilita periferica all’insulina.

Per quanto riguarda il primo aspetto i risultati presenti in letteratura sugli effetti di alti livelli di
ormoni tiroidei sono eterogenei. Infatti, sono stati riportati aumenti, riduzioni o assenza di

cambiamenti della secrezione dell’insulina associati con I’ipertiroidismo [86].

Anche per quanto riguarda gli effetti dell’ipertiroidismo sull’IR sono riportati risultati variabili, cosi
sebbene I’IR sia comunemente osservata nell’ipertiroidismo [86] ¢ I’IR epatica Sia ben stabilita, ci

sono effetti contrastanti sull’IR nei tessuti periferici [87].

Come nell’obesita anche nella condizione di ipertiroidismo si assiste ad un aumento del danno

ossidativo. I dati attualmente disponibili indicano che nell’ipertiroidismo spontaneo e indotto
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sperimentalmente si assiste ad un aumento del danno ossidativo nei tessuti bersaglio dell’ormone
causato da un’alterazione nel bilancio tra proossidanti ed antiossidanti dovuto ad un aumento della

produzione di ROS e di RNS [88-90].

Attualmente si stanno accumulando prove che lo stress ossidativo dovuto all’ipertiroidismo sia
responsabile di alcune delle complicazioni dell’ipertiroidismo, compresa la miopatia tireotossica,

[91] danni al fegato [92] e alterazioni dell’attivita elettrica [93].

Inoltre, I’1dea che lo stress ossidativo sia alla base delle disfunzioni prodotte dall’ipertiroidismo non
e in contrasto con la mediazione dell’azione della T3 attraverso eventi nucleari. Infatti, alcuni dei
cambiamenti biochimici che favoriscono I’induzione dello stress ossidativo, compreso 1’aumento
dei livelli mitocondriali dei carriers che sono in grado di cedere elettroni all’ossigeno con
formazione di superossido, i cosi detti carriers autossidabili, 1’attivita della NOX, e il grado di
insaturazione dei lipidi, sono probabilmente dovuti alla stimolazione dell’espressione di specifici

geni indotta dal legame della T3 con recettori nucleari.

Trattamenti cronici con T3 hanno confermato che I'ormone tiroideo agisce anche sul rilascio
mitocondriale di H,O,. Infatti, 10 giorni di somministrazione di T3 (10 g/100 g di peso corporeo) ad
animali ipotiroidei aumenta la velocita di rilascio di H,O, da parte dei mitocondri del fegato [94],
del muscolo scheletrico (gastrocnemio) [95] e del cuore [96]. Lo stesso trattamento con ormoni
tiroidei aumenta il danno ossidativo a lipidi e proteine e la suscettibilita a danno ossidativo nel
fegato, cuore e mitocondri muscolari [97]. Finora, il coinvolgimento delle ROS nell’IR indotta

dall’ormone tiroideo non ¢ stato studiato.

Solo un autore ha associato lo sviluppo del diabete nell’ipertiroidismo con lo stress ossidativo.
Infatti, Kocic [98] ha trovato un aumento significativo nella concentrazione plasmatica di prodotti
di degradazione dei lipidi danneggiati ossidativamente in un paziente che ha sviluppato diabete
mellito durante I’ipertiroidismo. Poiché i radicali liberi sono aumentati nella condizione di
tireotossicosi [91] ed era stato ipotizzato che le ROS sono capaci di ridurre la sensibilita all’insulina
[99] gli autori suggerirono che 1’aumentato stress ossidativo durante 1’ipertiroidismo potrebbe

essere responsabile dello sviluppo del diabete.

Poiché la tolleranza al glucosio dipende dall’interazione tra la sensibilita dei tessuti all’insulina e
I’ampiezza della secrezione pancreatica di insulina ¢ ipotizzabile che I’alterazione della tolleranza al
glucosio dipenda da un aumentata produzione di ROS che altera la sensibilita all’insulina e/o la

secrezione dell’insulina.
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Finora, mancano prove di un legame tra lo stress ossidativo indotto dall’ormone tiroideo e la IR
tessutale. Viceversa, vi sono prove indirette che I’ormone tiroideo possa ridurre la secrezione

dell’insulina attraverso un aumento degli ossidanti nelle cellule .

Vitamina E

Quando la generazione cellulare di ROS aumenta superando la capacita di neutralizzazione dei
sistemi antiossidanti mitocondriali, i componenti della catena respiratoria e gli enzimi del ciclo di
Krebs possono essere disattivati. Cio puo portare a disfunzione mitocondriale, che puo avere
conseguenze dannose per le cellule e l'intero organismo, con conseguenti disturbi metabolici e
neurodegenerativi tra cui diabete di tipo 2, obesita, demenza e invecchiamento. Il sistema di difesa
antiossidante mitocondriale comprende antiossidanti a basso peso molecolare e una serie di enzimi

in grado di eliminare le ROS o riparare i danni che causano alle macromolecole biologiche.

Un importante sito di danno ossidativo ¢ il doppio strato fosfolipidico delle biomembrane, con

formazione di radicali perossilici e attivazione della cascata perossidativa.

Il principale antiossidante nelle membrane mitocondriali e la vitamina E liposolubile che puo
reagire con i radicali perossilici pit velocemente delle molecole degli acidi grassi polinsaturi,
proteggendo cosi le membrane mitocondriali da un eccessivo danno ossidativo [100].

La proprieta antiossidante della vitamina E e dovuta in primo luogo alla sua capacita di disattivare
l'ossigeno singoletto (;0?) mediante quenching. E stato dimostrato che una molecola di a-

Tocoferolo pud disattivare fino a 120 molecole di ;0% prima della sua degradazione [101].

I tocoferoli possono anche agire come potenti antiossidanti che rompono la catena di
perossidazione, eliminando chimicamente ;0? e i radicali perossilici. La prima azione produce
irreversibilmente chinoni ed epossidi, mentre la seconda porta alla formazione del radicale

tocoferossilico [102].

Questo radicale puo essere riciclato in a-tocoferolo dall’ascorbato. Pertanto, i tocoferoli possono

intrappolare gli intermedi radicalici che si propagano prodotti durante la perossidazione lipidica e

arrestare le reazioni a catena.
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I tocoferoli possono anche stabilizzare le strutture della membrana interagendo con le catene

aciliche dei grassi polinsaturi (funzioni non antiossidanti) [103]

In generale, si presume che il principale ruolo biologico della vitamina E sia quello di proteggere gli
acidi grassi polinsaturi (PUFA) e altri componenti delle membrane cellulari e delle lipoproteine a
bassa densita (LDL) dall'ossidazione da parte dei radicali liberi [104]. E stato anche riferito che la
vitamina E rappresenta la maggior parte dell'attivita antiossidante liposolubile nei tessuti e nel
plasma dei mammiferi e la sua carenza é stata associata ad un elevato rischio di aterosclerosi e altre

malattie degenerative.

In base alla sua attivita antiossidante, la vitamina E riduce i processi inflammatori limitando la

generazione di ROS e i loro effetti dannosi [105].

Infatti, Calder ha dimostrato che I’ a-tocoferolo riduce il rilascio di citochine pro-inflammatorie e

I'attivazione di NF-xB [105].

E importante sottolineare che con il termine vitamina E si indicano otto diverse molecole,
sintetizzate solo nei plastidi degli organismi fotosintetici, caratterizzate da una coda isoprenoide
idrofoba, e una testa cromanolica. La coda contiene tre doppi legami nei tocotrienoli ed é saturata
nei tocoferoli. Sia i tocoferoli che i tocotrienoli si distinguono in quattro differenti isoforme che
differiscono in termini di numero e per la posizione dei gruppi metilici sulle teste del cromonolo
[106]. Nelle piante, I’ a-isoforma dei tocoferoli («-T) € la principale isoforma presente nelle foglie,
la y-isoforma (y -T) ¢ la forma principale nei semi, mentre B- e 3-tocoferoli ( B-T e 5-T) sono molto
meno abbondante. | tocotrienoli («, B, 8, e Y -T3) si trovano principalmente nei cereali e sono meno
diffusi [100]. L’ a -tocoferolo € la forma biologicamente piu attiva di vitamina E nel corpo umano

[107].

Scopo del lavoro

E noto che durante I’ipertiroidismo vi € un aumento dello stress ossidativo e che I’ipertiroidismo

puo indurre IR. Tuttavia, non sono noti i meccanismi alla base che sottendono all’insorgenza di IR.

Da studi condotti in vitro, sembra che vi sia un legame tra lo stress ossidativo e I’aumento

dell’attivazione di JNK, e che un aumento dell’attivazione di questa chinasi sembra essere correlato,
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sempre da studi condotti in vitro, con un aumento del grado di fosforilazione dei substrati del
recettore dell’insulina su residui di serina. Cid comporta un ingombro sterico per cui quando
I’insulina interagisce con i propri recettori, non ¢ possibile mediare I’attivazione dei pathway a

valle.

Pertanto, attraverso questo studio vogliamo valutare in vivo il coinvolgimento dello stress ossidativo
come fattore chiave nell’insorgenza dell’IR, utilizzando come modello si stress ossidativo il ratto
reso sperimentalmente ipertiroideo e valutando gli effetti del trattamento con vitamina E in una dose
che in precedenti studi ¢ risultata efficace nell’attenuare il danno ossidativo in condizioni in cui si

ha aumento di produzione di ROS e/o diminuzione dell’efficacia del sistema di difesa antiossidante.

Materiale e metodi

Animali

Gli esperimenti sono stati effettuati su ratti maschi di 90 giorni del ceppo Wistar (Envigo, Italia).
All’ottantesimo giorno di eta, gli animali sono stati divisi casualmente in quattro gruppi differenti:
eutiroidei alimentati con dieta standard chow (E); eutiroidei alimentati con supplemento di a-
tocoferolo (Sigma Aldrich), 650 mg ogni chilogrammo di mangime (E+VE); ipertiroidei resi tali in
seguito a somministrazione intraperitoneale di T3 (Sigma Aldrich), 50ug ogni 100gr di peso
corporeo [108] e alimentati con dieta standard chow (H); ipertiroidei alimentati con supplemento di
vitamina E (H+VE).

Gli animali sono stati stabulati, uno per gabbia, tutti alle stesse condizioni ambientali: ciclo
luce/buio artificiale di 12h, temperatura 24°C + 1°C, umidita relativa 50+£10%, e hanno ricevuto

acqua e cibo ad libitum.

Il trattamento degli animali, in questi esperimenti era in conformita con le linee guida stabilite dall’

University Animal Care Review Committee (Codice autorizzazione ministeriale 836\2019 PR).

Dopo 10 giorni di trattamento gli animali sono stati sottoposti ad eutanasia previa anestesia con
cloralio idrato (40mg/100g di peso corporeo), € stato rapidamente prelevato il sangue, il cuore, il

fegato ed il muscolo gastrocnemio.

19



Il cuore, dopo essere stato lavato in soluzione fisiologica, é stato asciugato, ripulito dei grandi vasi e

degli atri e pesato.

I livelli circolanti di free T3 (FT3), sono valutati su campioni di plasma, utilizzando un kit ELISA
(Rat Free Triiodothyronine (FT3) ELISA Kit CUSABIO (CUSABIO TECHNOLOGY LLC))
[109].

Preparazione omogenati tessutali e mitocondriali

Il fegato e il muscolo sono stati rapidamente escissi e messi in una soluzione tampone (HM:
mannitolo 220mM, saccarosio 70mM, EDTA 1mM, Trizma 10mM, 0,1% BSA, pH 7.4), tenuta in

ghiaccio.
Aliquote di tessuto sono state congelate a -80°C per le metodiche di Western Blotting.

| tessuti sono stati pesati, finemente sminuzzati, lavati e delicatamente omogenizzati in HM usando
un omogenizzatore Potter-Elvehjem di vetro con pistone di teflon. Per I’omogeneizzazione si sono
utilizzate le seguenti condizioni: velocita di rotazione del pistone 500 r.p.m. tempo di
omogenizzazione 1 minuto. L’omogenato ¢ stato preparato alla concentrazione 1: 5 ossia di 1
grammo di tessuto su 5 mL di volume finale. Aliquote di omogenato 1:5 sono state utilizzate per le

procedure analitiche e per la preparazione delle frazioni mitocondriali.
Aliquote di tessuto sono state congelate a -80°C per le metodiche di Western Blotting.

Per la preparazione delle frazioni mitocondriali, gli omogenati sono stati centrifugati a 5009 per 10
min. a 4°C per eliminare i debris e nuclei. Il surnatante e stato centrifugato a 3000g per 10 min a
4°C, per ottenere i pellets mitocondriali. Questi sono stati risospesi in soluzione lavaggio (WB)
(mannitolo 220mM, saccarosio 70mM, EGTA 1mM, Trizma 20mM, pH 7.4). Le preparazioni

mitocondriali sono state risospese e rilavate due volte prima di essere sospesi in fine in WB.

Il contenuto proteico mitocondriale € stato determinato con il metodo del biureto [110] utilizzando
la BSA come standard.

Contenuto tissutale di Vitamina E

Per la determinazione della vitamina E, le aliquote tessutali sono state deproteinizzate con metanolo
ed estratte con n-esano. Gli estratti sono stati evaporati sotto N, a 40°C ed i residui sono stati sciolti
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in etanolo. Il contenuto di vitamina E e stato determinato utilizzando la procedura HPLC di Lang et

al. [111]. La quantificazione é stata ottenuta utilizzando uno standard esterno.

Danno ossidativo ai lipidi ed alle proteine

Tappel [112].

Il contenuto di HPs é stato determinato seguendo spettrofotometricamente la velocita del consumo

del NADPH per la rigenerazione del glutatione ossidato nella reazione di eliminazione degli

Nella prima reazione, catalizzata dall’enzima glutatione perossidasi (GPX), il GSH reagendo con gli

idroperossidi é ossidato a GSSG:
2GSH + R-O-O-H — GSSG + 2H,0

Nella seconda, il GSSG viene riconvertito a GSH dall’enzima glutatione reduttasi (GR), che sfrutta
il potere riducente del NADPH, ossidandolo a NADP™:

GSSG + NADPH +H+— 2 GSH + NADP"

La procedura si articola nelle seguenti fas: 1) incubazione dei campioni sono incubati in soluzione
tampone (EDTA 0,2 mM, Trizma 0,124 mM, pH 7,6) per 5 minuti a temperatura ambiente; 2)
innesco della prima reazione aggiungendo in rapida successione GSH 4,25 mM, NADPH 2 mM e
GPX 2,5 U/mL; 3) incubazione a 33°C per 15 minuti; 4) innesco della seconda reazione
aggiungendo 2,5 U/mL di GR. Le letture sono state effettuate a 340 nm, per 15 minuti, al fine di

valutare le variazioni nella quantita di NADPH.

Per determinare il danno ossidativo occorso alle proteine € stata saggiata la quantita di carbonili
legati alle proteine (C=0) negli omogenati secondo la procedura di Reznick e Packer [113] e nei

mitocondri secondo la procedura modificata di Schild [114].

La metodica utilizza come markers dell’ossidazione proteica i gruppi carbonilici (C=0) che si
formano in seguito a ossidazione, da parte delle ROS, dei gruppi amminici delle catene laterali degli
amminoacidi lisina, arginina, prolina ed istidina. Le reazioni ossidative sono catalizzate da cationi

metallici come Fe?* e Cu?*, che si legano a specifici siti delle proteine.
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La quantificazione dei gruppi carbonilici é stata effettuata con una metodica spettrofotometrica che
consente di valutare i prodotti di reazione (idrazoni) della dinitrofenilidrazina (DNPH) con i gruppi

carbonilici delle proteine:

Proteina-C=0 + H,N-NH-2,4DNP — proteina-N-NH-2,4DNP + H,0

Per ogni determinazione sono state utilizzare due aliquote di omogenato, 0,5mL ciascheduna, le
quali sono state incubate per 15 minuti a temperatura ambiente con tampone fosfato 50mM
(digitonina 0,1%, fenilmetilsulfonil-metile (PMSF) 40pug/mL, aprotonina 5pug/mL, EDTA 1 mM) e
successivamente centrifugate a 10000 r.p.m. per 10 minuti; il surnatante e stato poi incubato con
streptomicina 1% a temperatura ambiente per 10 minuti, per far precipitare il DNA, e centrifugato

nuovamente a 10000 r.p.m. per 10 minuti.

In seguito, in una delle due aliquote sono stati aggiunti 4 mL di HCI 2,5M (denominato Bianco),
nell’altra 4mL di DNFH 10mM in HCI 2.5M. I preparati sono stati incubati per un’ora al buio a
temperatura ambiente. La reazione ¢ stata bloccata dall’aggiunta di SmL di TCA al 20% (acido
tricloroacetico, in grado di far precipitare le proteine in soluzioni acquose) e i sedimenti, ottenuti
per centrifugazione, sono stati lavati una volta con 4mL di TCA 10%, tre volte con 4mL di una
miscela di etanolo/acetato di etile (1:1 v/v) per eliminare i lipidi, e alla fine sono stati disciolti in
2mL di idrocloruro di guanidina 6M (per la denaturazione proteica).

Per i mitocondri sono state utilizzate aliquote contenenti 0,5 mg di proteine mitocondriali. Sono
state precipitate in acido tricloroacetico (TCA) al 10%, centrifugate, risospese in 300uL di NaOH
0,1M e incubate a temperatura ambiente per 5 minuti. In una delle due aliquote sono stati aggiunti
2mL di HCI 2,5M (denominato Bianco), nell’altra 2mL di DNPH 10mM in HCI1 2,5M. I preparati
sono stati incubati per un’ora al buio a temperatura ambiente. La reazione e stata bloccata
dall’aggiunta di 1,65mL di TCA al 20% e 1 sedimenti, ottenuti per centrifugazione, sono stati lavati
una volta con 1,5mL di TCA 10%, tre volte con una miscela di etanolo/acetato di etile (1:1 v/v) e

alla fine sono stati disciolti in ImL di idrocloruro di guanidina 6 M.

I prodotti delle reazioni sono stati letti spettrofotometricamente a 355nm e a 390nm, per
I'omogenato, e a 370nm per 1 mitocondri, che corrispondono alle lunghezze d’onda a cui si hanno 1
picchi di massimo assorbimento della DNPH. Il contenuto di carbonili € stato, quindi, calcolato
utilizzando il coefficiente di estinzione molare degli idrazoni alifatici (22x103 M™*cm™) ed espresso

come nmoli/mg di proteine.
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Suscettibilita allo stress

La suscettibilita allo stress ossidativo del tessuto e dei mitocondri e stata valutata mediante la
variazione del contenuto di idroperossidi lipidici in seguito all’incubazione dei campioni con una
miscela di ferro e ascorbato (Fe/As), ad una concentrazione di 100/1000 uM, per 10 min a
temperatura ambiente. La reazione é stata bloccata aggiungendo 0,2% 2,6-di-t-butil-p-cresolo

(BHT) e il contenuto di idroperossido é stato valutato come precedentemente descritto [112].

Produzione di ROS

Contenuto cellulare di ROS (DCF)

Il contenuto cellulare delle ROS é stato determinato in seguito alla conversione indotta dalle ROS
della 2',7'-diclorodiidrofluoresceina diacetato (Sigma Aldrich) (DCFH-DA, composto non

fluorescente) in diclorofluorescina (DCF, composto fluorescente) [115,116]

Gli omogenati sono stati diluiti 1:400 in buffer fosfato in modo da ottenere una concentrazione in
camera pari a 12,5ug/mL di proteine. | campioni sono stati incubati per 15 minuti con DCFH-DA
10uM, a temperatura ambiente, per permetterne I’incorporazione in vescicole di membrana in
seguito alla scissione del gruppo diacetato ad opera di esterasi. Successivamente, e stato aggiunto
FeCl; 100uM che permette la conversione operata dalle ROS della DCFH-DA nel prodotto
fluorescente DCF. La lettura € stata effettuata dopo 30 minuti di incubazione utilizzando un lettore
di micropiastre multimodale (Synergy™ HTX Multimode Microplate Reader, BioTek) con
lunghezze d'onda di eccitazione ed emissione di 485 e 530 nm, rispettivamente. La fluorescenza di
fondo (conversione di DCFH in DCF in assenza di omogenato e mitocondri) € stata corretta con
bianchi paralleli. 11 dato & stato espresso come Unita di Fluorescenza Relativa (RFU) - mg proteina™
[117]

Rilascio di H,O, mitocondriale

La velocita mitocondriale del rilascio di H,O; € stata determinata utilizzando un fluorimetro
(JASCO Deutschland GmbH) controllato da computer dotato di una cella termostatata a 30°C.
L'aumento della fluorescenza (eccitazione a 320 nm, emissione a 400 nm) ¢ legato all'ossidazione
della p-idrossifenilacetato (PHPA) in presenza di H,O,, catalizzato dalla perossidasi di rafano
(HRP) [118]. Nei nostri esperimenti 0,1mg - mL™ di proteine mitocondriali sono state incubate con
la soluzione di reazione (HRP 6UmL, PHPA 200ugmL, KCI 145mM, Hepes 30mM, KH,PO, SmM,
MgCl,3mM, EGTA 0.1mM, 1% BSA, pH 7.4).
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La reazione é stata indotta dall'aggiunta di substrati respiratori legati al complesso I, 10mM di
piruvato / 2,5mM di malato. Per ottenere informazioni sul rilascio di H,O, durante lo stato 3 della

respirazione mitocondriale, ¢ stato aggiunto ADP alla concentrazione S500uM.

Attivita dell’enzima NADPH ossidasi

La NADPH ossidasi &€ un enzima appartenente alla classe delle ossidoreduttasi che catalizza la

formazione dell'anione superossido secondo la reazione:
NADPH + 20, — NADP* +H* + 20*

L’attivita dell’enzima ¢ stata valutata spettrofotometricamente seguendo la riduzione del
ferricitocromo c acetilato [119] (80uM in camera), a 550nm, in seguito all’aggiunta in camera di
0.2mg di proteine e NADH in buffer fosfato per 10 minuti a temperatura ambiente, a cui segue una

seconda lettura nelle stesse condizioni in seguito all’aggiunta di SOD.

Le membrane mitocondriali possono ridurre il ferricitocromo c acetilato a una velocita di 0.5
nmol/min - mg proteina e tale reazione puo essere inibita per 1’82% dall’enzima superossido
dismutasi 2.8 - 10®M. Per cui, I’attivita della NOX ¢ calcolata a partire dalla velocita iniziale della
riduzione del citocromo c acetilato e sottraendo la pendenza della riduzione in presenza di
100pg/mL di SOD. [120,121]

Attivita degli enzimi antiossidanti (GPX, GR, SOD, Catalasi)

Glutatione perossidasi

L’attivita dell’enzima glutatione perossidasi ¢ stata valutata secondo la metodica descritta da Flohé

e Gunzler [122].

La GPX catalizza la reazione in cui il perossido di idrogeno ¢ ridotto ad H,O e il GSH é ossidato a
GSSG:

H,O, + 2GSH — GSSG + 2H,0
Il GSSG viene poi riconvertito dalla GR a GSH a spese del NADPH:

GSSG + NADPH + H* — 2GSH + NADP*
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L’attivita accoppiata del sistema enzimatico GPX/GR ¢ stata quindi valutata seguendo la riduzione

di assorbimento del NADPH con uno spettrofotometro.

La determinazione e stata effettuata utilizzando 1mL di mezzo di reazione contenente: tampone
potassio fosfato monobasico 0.1M + EDTA 1mM, pH7.0; sodio azide 10mM in tampone (per
inibire 1’attivita della catalasi); GSH 10mM in tampone fosfato monobasico; GR 2.40U/mL in
tampone fosfato monobasico. || campione (40 mg/mL di proteine) e stato incubato in tale miscela
per 5 minuti a temperatura ambiente. In seguito, é stato aggiunto NADPH 1,5mM in bicarbonato di
sodio 0.1M, lasciandolo in incubazione per altri 5 minuti. La reazione e stata innescata
dall’aggiunta dell’H,O, 1,5mM in H,O distillata. La lettura dell’assorbimento ¢ stata effettuata a
340nm in cuvette di quarzo da 3mL, agitate a 200 r.p.m., ad una temperatura di 37°C.

Il consumo di NADPH é stato ottenuto dividendo la variazione di assorbimento per il coefficiente di
estinzione molare moltiplicato per la quantita di proteine cellulari presenti in camera. In questo
modo Dattivita dell’enzima GPX ¢ stata espressa in umoli di NADPH consumato/min - mg di

proteine.

Glutatione reduttasi

La GR catalizza la reazione in cui il glutatione ossidato (GSSG) viene convertito nella sua forma
ridotta (GSH), a spese del NADPH:

GSSG + NADPH + H" — 2GSH + NADP"

La valutazione dell’attivita dell’enzima GR ¢ stata effettuata seguendo spettrofotometricamente la

riduzione di assorbimento a 340nm, lunghezza d’onda cui assorbe il NADPH nella forma ridotta
[123].

Superossido dismutasi

L attivita dell’enzima superossido dismutasi (SOD) é stata valutata seguendo 1’aumento
dell’assorbimento a 550 nm del citocromo c, il quale viene ridotto dall’anione superossido O~
prodotto dal sistema xantina-xantina ossidasi. La xantina-ossidasi ¢ I’enzima che ossida la
ipoxantina (prodotta dalla degradazione dell'adenosina a sua volta derivante dal catabolismo
dell’ATP) ad acido urico usando come substrato I'ossigeno e producendo nel corso della reazione
I’anione superossido. Al termine della lettura verra costruita una retta di calibrazione in cui il
reciproco delle variazioni di Abs/min del citocromo c viene riportato in funzione della

concentrazione di proteine del campione. In questo modo otterremo una relazione di tipo lineare
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dalla quale sara possibile ricavare 1’attivita del campione espressa come U/mg di proteine sapendo
che una Unita di SOD é definita come la quantita di enzima che inibisce del 50% la riduzione del

citocromo c. [124].

Catalasi

L'attivita dell’enzima catalasi, & stata determinata secondo il metodo di Aebi [125] in seguito alla
completa lisi degli organelli presenti nel campione, la quale si ottiene diluendo lo stesso in
detergente triton. In seguito all’incubazione con il detergente, i campioni vengono centrifugati a
10000 r.p.m. per 10 minuti a 4°C. Il surnatante e successivamente posto a dosaggio proteico. La
lettura é stata effettuata a 240nm aggiungendo in camera, in tampone fosfato, 0.02mg proteine e
H,O,30mM (5mM in camera) per 2 minuti a temperatura ambiente . 1l risultato e espresso come

umol di H,O, - min™+ mg proteina™.

Respirazione cellulare

L’attivita respiratoria nei tessuti e nei mitocondri isolati & stata misurata con metodica polarografica

mediante 1’utilizzo di un respirometro Hansatech dotato di elettrodo di Clark.

L’elettrodo ¢ costituito da un catodo di platino e un anodo di argento, immersi in una soluzione
salina e separati dal campione in esame tramite una membrana pervia al solo ossigeno. Il
trasferimento di elettroni genera una corrente che viene letta da un computer collegato all’
apparecchio. Applicando agli elettrodi un voltaggio di 0,5-0,8 V, e mantenendo la temperatura
costante durante le letture, la corrente registrata dipende solo dalla concentrazione di ossigeno
presente nella camera di misura. Variazioni di tali concentrazioni sono espresse in termini di

variazioni di pendenza della curva disegnata sul computer.

Le misurazioni dei tassi di consumo di ossigeno negli omogenati tissutali e nei mitocondri sono
state effettuate in 1,0mL di mezzo di incubazione (KCI 145mM, MgCl2 3mM, Hepes 30mM,
EGTA 0,1mM, KH,PO, 5mM, a pH 7,4) con 50 L di omogenato al 20% (p/v) o 0,25mg di proteina
mitocondriale per mL, a 30°C, ponendo il campione in una camera termostatata. L’aggiunta del
campione in soluzione determina un temporaneo decremento della concentrazione di 0ssigeno in
soluzione dovuto al consumo dei substrati endogeni (Fasel). Dopo la stabilizzazione, viene

aggiunto substrato in eccesso, una miscela di piruvato (10mM) e malato (2,5mM), come substrati
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che producono equivalenti riducenti (NADH) che entrano nella catena respiratoria a livello del

complesso I, in modo da provocare un costante e prolungato consumo di ossigeno (Fase2).

La Fase 3 insorge in seguito all’ aggiunta di quantita saturanti di ADP (500uM) che, stimolando

I’ ATP-sintasi, costringe il sistema a lavorare piu intensamente per mantenere il gradiente protonico.
Il risultato € un immediato e brusco aumento del consumo di ossigeno che declina quando tutto
I’ADP ¢ stato consumato, riportando i livelli di ossigeno a quelli osservati durante la fase 2, cioé la
fase 4. La misurazione del consumo d’ossigeno durante lo stato 4 ¢ stata effettuata in seguito

all’aggiunta di oligomicina [126]

I valori raccolti durante la Fase 3 e la Fase 4 della respirazione sono espressi come nmol O/minuto -

gr di tessuto o0 mg di proteine mitocondriali.

Il rapporto tra il consumo di ossigeno in fase 3 e quello in fase 4, detto rapporto di controllo
respiratorio (RCR), rappresenta un indice dell’integrita dei mitocondri: ¢ il rapporto tra la velocita
di respirazione dei mitocondri in presenza di notevoli quantita di ADP e la velocita di respirazione

in assenza di ADP.

Western Blot (P-JNK, JNK, P-AKT, AKT)

I livelli di espressione di P-JNK, JNK, P-AKT, AKT e sono stati determinati tramite la metodica del
Western Blot. Aliquote di tessuto sono state trattate con un tampone di omogenizzazione (p/v 1:10)
contenente NaCl 500mM, nonidet P-40 allo 0.5%, EDTA 6mM, EGTA 6mM, ditiotreitolo 1ImM,
Tris-HCI 40mM, pH 8,0 con una miscela di antiproteasi contenente PMS (fenilmetil sulfonil
fluoruro) 40ug/mL, leupeptina 5pg/mL, aprotinina 5g/mL, pepstatina 79/ mL. Gli omogenati sono
stati centrifugati a 600 g per 10 minuti a 4°C e il surnatante e stato utilizzato per determinare la

concentrazione proteica tramite il metodo del biureto [110].

Le aliquote tessutali per la determinazione del rapporto P-AKT-AKT sono state pre-incubate con
soluzione Krebs o con soluzione Krebs pit Insulina 1uM, per 30 minuti a 37°C, per stimolare il

pathway insulinico [127,128]

I campioni in analisi sono stati preparati per la separazione con gel SDS-PAGE (Sodium Dodecyl
Sulphate - PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) diluendo 10uL di sospensione proteica, contenente
1,5mg/mL di proteine, con SuL di SDS al 3%, glicerolo al 30%, p-mercaptoetanolo al 15%, blu di
bromofenolo allo 0.1%, Tris base 0.187M, pH 6,8 e bolliti per 5 minuti. Successivamente, 30ug di
proteine di ciascun campione sono stati caricati sul gel SDS-PAGE alle concentrazioni 6% nello
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stacking gel, e al 12% nel running- secondo il metodo di Laemmli [84]. Per la corsa del gel si &
utilizzato un apparecchio mini-PROTEAN (Bio-Rad Laboratories) e il gel ha corso per circa 1h a

voltaggio costante (25 V).

Le proteine separate sono state trasferite su una membrana di PVDF (polivinilidenfluoruro) tramite
elettroblotting, a 0,2 A per 45 minuti. Successivamente le membrane sono state incubate per una
notte con gli anticorpi P-JNK, JNK, P-AKT, AKT (Santa Cruz Biotechnology) diluiti 1:1000 in
NaCl 154mM, Tris-HCI 10mM, pH 8.0, latte scremato al 2.5%, Tween 20 al 10%. Il
riconoscimento dell’anticorpo primario, ottenuto mediante interazione con un anticorpo secondario
coniugato con perossidasi del rafano (HRP), ha consentito la visualizzazione delle bande di
interesse attraverso fluorescenza, con 1’ausilio del ChemiDoc (Bio-Rad Laboratories), dovuta alla
conversione del luminolo in una sostanza fluorescente, reazione catalizzata dall’HRP in presenza di
luminolo e perossido di idrogeno. Come proteina housekeeping ¢ stata utilizzata la f-actina (Santa

Cruz Biotechnology).

Valutazione omeostasi glicemica

La valutazione dell’omeostasi glicemica ¢ stata effettuata il giorno prima dell’eutanasia seguendo le
variazioni della glicemia e della insulinemia indotte dalla iniezione di una soluzione di glucosio. A
ratti tenuti a digiuno per tutta la notte é stata somministrata per via intraperitoneale una soluzione di
glucosio, 2gr / 100gr di peso corporeo [129]. Il sangue € stato collezionato tramite prelievi dalla

coda al tempo 0 e dopo 15, 30, 60, 90, 120 minuti dall’iniezione.

La glicemia ematica ¢ stata valutata grazie a un glucometro commerciale (Glucomen Areo 2K, A.

Menarini Diagnostics). L’insulinemia sierica € stata valutata con un kit ELISA (Mercodia)[130].

L’indice HOMA (Homeostasis model assessment) [131], & stato adottato come modello matematico
che descrive il grado di insulino-resistenza, calcolato dalla concentrazione sierica dell'insulina e del

glucosio a digiuno:

Glicemia a digiuno (mg/dL) - Insulina a digiuno (pUI/ml) - 445

Analisi statistica

I risultati sono stati espressi come valori media + I’errore standard di otto diversi esperimenti. | dati

sono stati analizzati con il metodo ANOVA a due vie e, quando si é trovata una differenza
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significativa si € applicato il post test di Tukey. Le differenze tra i gruppi sono state considerate
significativamente diverse quando si € trovato un valore di (p) < 0,05.

Risultati

Efficacia dei trattamenti

Gli istogrammi in Figura 3 mostrano gli effetti dell’ipertiroidismo indotto sperimentalmente sul
rapporto tra il peso del cuore, espresso in milligrammi, e il peso del corpo, espresso in grammi e sul
contenuto di triiodotironina libera. Il rapporto peso corpo peso cuore risulta significativamente
aumentato negli animali resi sperimentalmente ipertiroidei, in accordo con i noti effetti dell’ormone
sull’ipertrofia cardiaca [132,133]. La supplementazione con Vitamina E riduce tale rapporto negli
animali ipertiroidei, che, tuttavia, risulta significativamente piu alto rispetto a quello osservato negli
animali di controllo e in quelli di controllo alimentati con supplemento di vitamina E. Come atteso,
il contenuto di FT3 risulta significativamente maggiore negli animali trattati con I’ormone ¢ non

modificato dalla supplementazione antiossidante.
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Figura 3 - Parametri ipertiroidismo.

E, animali eutiroidei; E+VE animali eutiroidei trattati con vitamina E; H animali ipertiroidei; H+VE, animali ipertiroidei
trattati con vitamina E. | valori rappresentano la media + I'errore standard dei dati ottenuti su otto animali per gruppo.
Ogni dato & la media di 3 diverse determinazioni. ® significativo rispetto ad E; ° significativo rispetto a E+VE; © significativo
rispetto ad H.
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Nella figura 4 ¢ riportato il contenuto di vitamina E nel fegato e nel muscolo dei gruppi
sperimentali. 1l contenuto di vitamina E aumenta in seguito alla supplementazione con
I’antiossidante sia negli animali eutiroidei che in quelli resi sperimentalmente ipertiroidei. Il

contenuto di vitamina E risulta, inoltre, leggermente aumentato dall’ipertiroidismo.
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Figura 3 - Contenuto della VVitamina E nel fegato e nel muscolo.
E, animali eutiroidei; E+VE animali eutiroidei trattati con vitamina E; H animali ipertiroidei; H+VE, animali ipertiroidei
trattati con vitamina E. | valori rappresentano la media + I'errore standard dei dati ottenuti su otto animali per gruppo.

Ogni dato & la media di 3 diverse determinazioni. ® significativo rispetto ad E; ° significativo rispetto a E+VE; © significativo
rispetto ad H.

Danno ossidativo

Gli istogrammi riportati in figura 5 mostrano le variazioni del contenuto degli indici di danno
omogenati di fegato e muscolo e nei mitocondri isolati da tali tessuti. Nei tessuti epatico e
muscolare, pannelli A e B, si puo osservare che i livelli di entrambi i markers aumentano
significativamente negli animali resi sperimentalmente ipertiroidei. La supplementazione con
vitamina E attenua tali aumenti anche se i livelli di tali indici rimangono piu alti nel fegato e nel
muscolo degli animali H+VE rispetto ai controlli (E). Negli animali di controllo gli indici di danno

ossidativo sono significativamente ridotti dalla supplementazione con vitamina E.
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Un quadro simile degli effetti dei trattamenti si riscontra anche nei mitocondri isolati da fegato e
muscolo (pannelli C e D).
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Figura 4 - Markers danno ossidativo. A) Contenuto di idroperossidi lipidici in omogenati. B) Contenuto di carbonili proteici
in omogenati. C) Contenuto di idroperossidi lipidici in mitocondri. D) Contenuto di carbonili proteici in mitocondri.

E, animali eutiroidei; E+VE animali eutiroidei trattati con vitamina E; H animali ipertiroidei; H+VE, animali ipertiroidei
trattati con vitamina E. | valori rappresentano la media * I'errore standard dei dati ottenuti su otto animali per gruppo.

Ogni dato & la media di 3 diverse determinazioni. ® significativo rispetto ad E; ” significativo rispetto a E+VE; © significativo
rispetto ad H.

Contenuto cellulare di ROS

Nella figura 6 e riportato il contenuto totale di ROS, la produzione mitocondriale di H,0, e I’attivita

dell’enzima NADPH ossidasi nel fegato e nel muscolo.

Il contenuto totale di ROS nel fegato e nel muscolo e riportato nei pannelli A. Tale contenuto
aumenta significativamente negli animali resi sperimentalmente ipertiroidei ed é ridotto dal
trattamento con la vitamina E sia negli animali eutiroidei che in quelli ipertiroidei. In questi ultimi,
tuttavia, la riduzione indotta dalla vitamina E non é sufficiente a riportare il contenuto di ROS ai

livelli osservati nei controlli.
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Il rilascio mitocondriale di ROS é stato valutato durante la respirazione sostenuta da piruvato piu

malato come substrati respiratori, in condizioni basali (Stato 4, pannelli C) e stimolata da ADP

(Stato 3, pannelli B). L’ipertiroidismo aumenta il rilascio dell’idroperossido in entrambi i tessuti ed

in entrambe le fasi della respirazione. Il trattamento con ’antiossidante riduce il rilascio
mitocondriale di ROS negli animali ipertiroidei in entrambi i tessuti ed in entrambe le fasi della
respirazione. La riduzione é tale che la velocita di rilascio di H,O; ritorna ai livelli osservati nei

controlli tranne che nello stato 4 nel fegato, in cui rimane piu alta.

Nei pannelli D sono riportate le attivita dell’enzima NOX in entrambi i tessuti. Le attivita
dell’enzima sono aumentate dall’ipertiroidismo e gli aumenti indotti dalla T3 sono attenuati dalla
supplementazione con vitamina E. La vitamina E riduce I’attivita dell’enzima NOX anche negli

animali eutiroidei.

32



Fegato Muscolo

A A
DCFH DCFH
4.007 0.60-

a.b
£ 300 g 0457 abe
B iz a
g E,

&0 2.00- o 0.30

£ £

=] =]

E 1.004 E 0.15-
0.00- 0.00-!

B C B C
Stato 4 Stato 3 Stato 4 N Stato 3
500.00 - 3 300.00
= 600.00 = 500.00 .g b
8 2 2
2 2 2
2. 450,00 2. 375.004 R 2 225.00-
=] =11 .C =1")
E =] £ b.c
£ 300.00] £ 250,00 : E 150.00
E E E
I sl -
=) 2 S :
=<' 15000 = 125,00 = 7500
=] =) =)
g £ é.
= 0.00- = .00 0.00-
¢ L & oS
< ¥ < ¥
D D
NOX
£ 50.007 2 50.00
2 F
3 g
0 37.50 £ 37.50
£ =
E g
= 2500 5 25.00
- ;‘
< <
< 5
= 12.50- 2 12.50-
Q o
k=] =]
E_ 0.00- E 0.00=
RIS D
< <> <& &

Figura 5 - Contenuto cellulare di ROS. A) Contenuto cellulare di ROS. B) Rilascio di H,O, durante lo stato 4 della
respirazione mitocondriale. C) Rilascio di H,O, durante lo stato 3 della respirazione mitocondriale. D) Attivita dell’enzima
NADPH ossidasi.
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Attivita enzimi antiossidanti

Negli istogrammi presenti in figura 7 sono riportate le attivita dei principali enzimi antiossidanti
presenti nei tessuti epatico e muscolare(glutatione perossidasi, GPX; glutatione reduttasi, GR;
catalasi, e superossido dismutasi SOD). L’ipertiroidismo provoca un aumento significativo delle
attivita di tutti gli enzimi antiossidanti mentre il trattamento con la vitamina E riduce tali aumenti.
Le attivita degli enzimi antiossidanti sono ridotte in alcuni casi anche negli animali eutiroidei dalla
supplementazione antiossidante (GPX in fegato e muscolo, GR solo nel muscolo, SOD nel fegato).
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L’ipertiroidismo influenza anche le attivita degli enzimi GPX e GR nei mitocondri di fegato e
muscolo (Figura 8). Le attivita di GPX e GR mitocondriali sono aumentate dall’ipertiroidismo,
mentre la supplementazione con vitamina E provoca una riduzione significativa di tali attivita non

solo nei mitocondri degli animali ipertiroidei ma anche in quelli degli animali eutiroidei.
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Figura 6 - Attivita enzimi antiossidanti: Glutatione Perossidasi (GPX), Glutatione Reduttasi (GR), Catalasi, Superossido
Dismutasi (SOD).

E, animali eutiroidei; E+VE animali eutiroidei trattati con vitamina E; H animali ipertiroidei; H+VE, animali ipertiroidei
trattati con vitamina E. | valori rappresentano la media + I'errore standard dei dati ottenuti su otto animali per gruppo.
Ogni dato & la media di 3 diverse determinazioni. ® significativo rispetto ad E; " significativo rispetto a E+VE; © significativo
rispetto ad H.

Mitocondri Fegato Mitocondri Muscolo
GPX GR GPX GR
£ 120000 5, b g 70.00+ ab 2 400.00 £ 7000
g a, b, c % 5 % a,b % a, b
a, b, ¢

o .00 = o 5250 gﬂ 300,00 npe E‘D 52.50 ab,c
g =
= £ < a =
‘60000 : ‘E 3500 ‘B 200,00 ‘B 35.00 a
z z : 5 £
..9: 300.00 % 17.50 9: 100.00— % 17.50
Zz z Z Z
= S =) =
E o0 E o000~ g o0 g o0.00-

SRR SRR AR SRR

< & < < < > < >

Figura 7 - Attivita enzimi antiossidanti mitocondriali: Glutatione Perossidasi (GPX), Glutatione Reduttasi (GR).
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Ogni dato & la media di 3 diverse determinazioni. ® significativo rispetto ad E; ” significativo rispetto a E+VE; © significativo
rispetto ad H.

Suscettibilita allo stress ossidativo

In figura 9 é riportata la risposta in vitro ad un insulto ossidativo valutata in termini di variazioni del
risultano meno capaci di fronteggiare un insulto ossidativo, come si evince dal maggiore aumento
dei livelli di idroperossidi. La supplementazione con vitamina E potenzia la resistenza alla sfida
ossidativa sia nei preparati eutiroidei che ipertiroidei. Tuttavia, i preparati ipertiroidei rimangono

pit sensibili allo stress ossidativo di quelli ipertiroidei.
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Figura 8 — Variazione del contenuto idroperossidi in seguito all’induzione di stress ossidativo in vitro con Fe®* + ascorbato, nel
tessuto epatico e muscolare.
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Respirazione cellulare e mitocondriale

In figura 10 e riportato il consumo di ossigeno tessutale e mitocondriale misurato in presenza di
piruvato pit malato come substrati respiratori durante la respirazione basale (Stato 4) e stimolata da
ADP (Stato 3).

Nei tessuti epatico € muscolare 1’ipertiroidismo determina un aumento del consumo in entrambi gli
stati della respirazione. Il trattamento con vitamina E riduce significativamente gli aumenti indotti
dall’ormone del consumo di ossigeno in stato 3 solo nel tessuto epatico e solo negli animali resi

sperimentalmente ipertiroidei. Una riduzione significativa della velocita del consumo di ossigeno si
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osserva durante lo stato 4 della respirazione sia negli animali eutiroidei che ipertiroidei, anche se in
questi ultimi rimane significativamente maggiore rispetto a quella osservata negli animali

ipertiroidel.

Nei mitocondri I’ipertiroidismo aumenta la velocita del consumo di ossigeno in entrambi gli stati
della respirazione. 1l trattamento con vitamina E riduce la velocita della respirazione sia durante lo
stato 3 che durante lo stato 4 della respirazione negli animali eutiroidei ed ipertiroidei. Negli
animali ipertiroidei e trattati con 1’antiossidante le velocita del consumo di ossigeno rimangono piu

elevate che negli animali ipertiroidei in entrambi gli stati della respirazione.
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Figura 9 - Consumo d’ossigeno durante la respirazione mitocondriale. A) Consumo d’ossigeno durante lo stato basale, stato
4, della respirazione in omogenato. B) Consumo d’ossigeno durante lo stato stimolato con ADP, stato 3, della respirazione in
omogenato. C) Rapporto tra stato 3 e stato 4 della respirazione in omogenato. D) Consumo d’ossigeno durante lo stato basale,
stato 4, della respirazione nei mitocondri. E) Consumo d’ossigeno durante lo stato stimolato con ADP, stato 3, della
respirazione nei mitocondri. F) RCR, rapporto del controllo respiratorio ottenuto dal rapporto tra stato 3 e stato 4 della
respirazione nei mitocondri.
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P-JNK/INK

In figura 11 sono riportati negli istogrammi i rapporti tra le densitometrie ottenute dai blotting di
JNK fosforilata e non fosforilata nel tessuto epatico e muscolare e nelle immagini un blotting
rappresentativo di JNK fosforilato, non fosforilato e della proteina di controllo housekeeping, la
beta actina. Negli animali ipertiroidei vi € un significativo aumento del contenuto di JINK
fosforilata. 1l trattamento con vitamina e non influenza il contenuto di JNK-P negli animali
eutiroidei, ma attenua I’aumento indotto dall’ipertiroidismo.
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Figura 10 - Rapporto tra I’espressione della forma fosforilata di c-Jun-NH, Terminal Kinase e la forma non fosforilata.
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dato & la media di 3 diverse determinazioni. ® significativo rispetto ad E; ® significativo rispetto a E+VE; © significativo

rispetto ad H.
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Parametri omeostasi glicemica

Negli animali ipertiroidei i livelli basali di glicemia a digiuno risultano significativamente piu alti di
quelli degli animali ipertiroidei alimentati con supplemento antiossidante, infatti il trattamento con
vitamina E riporta tali livelli a quelli osservati negli animali di controllo. In seguito ad un carico di
glucosio negli animali ipertiroidei i valori della glicemia sono piu alti di quelli degli animali di
controllo a 15 e 30 minuti e, in seguito, ritornano ai livelli osservati negli animali di controllo. La
supplementazione con vitamina E negli animali ipertiroidei ha I’effetto di rendere le variazioni della
glicemia in seguito al carico di glucosio non diverse rispetto a quelle osservate negli animali di

controllo.

I livelli di insulina negli animali ipertiroidei sono piu alti rispetto ai controlli a tutti i tempi di
determinazione. Il trattamento con vitamina E abbassa i livelli di insulina negli animali ipertiroidei,
che comunque rimangono significativamente piu alti rispetto agli animali di controllo. In seguito a
carico di glucosio i livelli di insulina negli animali H+ VE rimangono significativamente maggiori
rispetto ai controlli ai tempi 15 e 30 minuti.

L’HOMA index nei ratti ipertiroidei raggiunge un valore che risulta essere il doppio del valore
limite che indica insulino resistenza. Negli animali ipertiroidei il trattamento con vitamina E riduce
il valore del’HOMA index, che pero non ritorna ai valori di controllo rimanendo al limite massimo

del valore che indica insulino resistenza.
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Figura 11 - Parametri ematici riguardanti I'IR e raffigurazione indice HOMA. a) Curva da carico di glucosio. b) Curva
insulinemica. ¢) Indice HOMA. | valori rappresentano la media * I'errore standard.
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trattati con vitamina E. | valori rappresentano la media + I'errore standard dei dati ottenuti su otto animali per gruppo.
Ogni dato & la media di 3 diverse determinazioni. ® significativo rispetto ad E; ” significativo rispetto a E+VE; © significativo
rispetto ad H.
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P-AKT/AKT

In figura 13 sono riportati negli istogrammi i rapporti tra le densitometrie ottenute dai blotting di
AKT fosforilata e non fosforilata nel tessuto epatico e muscolare. | blotting sono stati effettuati su
tessuti non trattati e trattati con insulina. Le immagini sono rappresentative dei blotting ottenuti nei
gruppi sperimentali. Nei tessuti epatico e muscolare non stimolati da insulina, il rapporto P-
AKT/AKT non mostra significative differenze tra i gruppi. Nei tessuti trattati con insulina, il
rapporto P-AKT/AKT e significativamente piu basso sia nel fegato che nel muscolo degli animali
ipertiroidei. 1l trattamento con vitamina E aumenta il rapporto P-AKT/AKT nel fegato e nel
muscolo degli animali ipertiroidei che, pero rimane significativamente inferiore rispetto agli animali

di controllo e a quelli di controllo trattati con vitamina E.
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Figura 12 - Rapporto tra ’espressione della forma fosforilata di AKT e la forma non fosforilata
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dato & la media di 3 diverse determinazioni. 2 significativo rispetto ad E; ° significativo rispetto a E+VE; © significativo
rispetto ad H.
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Discussione

Finora esistono solo prove indirette che I’alterazione tessutale della sensibilita all’insulina, che
insorge durante l'ipertiroidismo, dipenda dallo stress ossidativo indotto dall’aumentata produzione di
ossidanti [87].

Gli effetti dell’ormone tiroideo sull’omeostasi glicemica dipendono dalla durata del trattamento e
dalla dose di ormone somministrato. Per esempio, in ratti resi sperimentalmente diabetici, un
trattamento cronico con una bassa dose di ormone (1,5ug/100g di peso corporeo) riduce le
alterazioni dell’omeostasi glicemica, aumenta la sensibilita all’insulina [134] e diminuisce la
produzione epatica e il riassorbimento renale del glucosio [135]. 1l trattamento acuto con T3 un’ora
prima dell’iniezione di glucosio fa aumentare la glicemia, ma non I’insulinemia piu di quanto
avviene in animali non trattati con I’ormone. Inoltre, I’aumento della glicemia ¢ tanto maggiore

quanto piu alta e la dose di T3[136].

In pazienti ipertiroidei un’anomala tolleranza al glucosio e IR [85] & osservata in circa il 50 % dei

casi anche se una piccola percentuale di questi sviluppa il diabete [86].

La variabilita degli effetti osservati sulla tolleranza al glucosio nell’ipertiroidismo puo essere
spiegata in parte dall'osservazione che tale risposta dipende dalla dose di ormone somministrato.
L'ipertiroidismo & infatti un fenomeno graduato, che va da casi molto lievi, in cui sono presenti
anomalie biochimiche senza alcun sintomo a casi molto gravi, con sintomi diffusi che possono
evolvere fino a tireotossicosi potenzialmente letali [137-140]. Durante una prima fase dello studio
abbiamo cercato di individuare le dosi di ormone tiroideo adeguate a indurre insulino resistenza.
Inizialmente abbiamo somministrato per 15 o 30 giorni 10ug/100gr di peso corporeo di T3 tramite
iniezione intraperitoneale. In questi animali resi moderatamente ipertiroidei non vi era sempre
un’alterazione della curva glicemica in seguito a iniezione intraperitoneale di glucosio. Viceversa,
aumentando la dose di ormone (T3 pari a 50ug/100 g di peso corporeo) in tutti gli animali trattati
insorgeva insulino resistenza. Tale modello sperimentale € stato, quindi, scelto per valutare gli
effetti dello stress ossidativo sull’omeostasi glicemica e gli effetti della supplementazione con

I’antiossidante liposolubile, vitamina E.

L’efficacia del trattamento con ormone nell’indurre ipertiroidismo & confermata dai livelli di FT3
plasmatica che ¢ significativamente aumentata negli animali ipertiroidei e dall’aumento del rapporto
tra il peso del cuore e il peso corporeo, un noto effetto dell’ipertiroidismo [132,133]. La vitamina E,

riduce significativamente gli aumenti indotti dall’ormone del rapporto tra il peso del cuore e il peso

41



corporeo in accordo con I’ipotesi che le ROS svolgano un ruolo nel determinare 1’ipertrofia cardiaca
[133].

La supplementazione dietetica con vitamina E ha determinato un aumento del contenuto di vitamina
sia nel fegato che nel muscolo sia negli animali di controllo che in quelli resi sperimentalmente
ipertiroidei. E interessante notare che i livelli di a-tocoferolo aumentano anche in seguito
all’ipertiroidismo. Tale aumento potrebbe dipendere dalla capacita dell’ormone tiroideo di
aumentare o la mobilizzazione delle riserve endogene o di indurre una maggiore assimilazione della
vitamina dal cibo [100].

Tuttavia, I’aumento dei livelli di vitamina E non ¢ in grado di prevenire lo stress ossidativo indotto
dall’ormone, nonostante la dose scelta nel disegno sperimentale si ¢ dimostrata efficace nell’indurre
un congruo aumento dei livelli tessutali di vitamina E e nella riduzione del danno ossidativo in ratti
sedentari e allenati [141] e nell’attenuare le modificazioni indotte dall’ormone tiroideo sull’attivita

elettrica cardiaca nei ratti [142].

Infatti, i livelli dei markers di danno ossidativo aumentano nel fegato e nel muscolo degli animali
ipertiroidei. Inoltre, poiché i mitocondri sono i principali siti di produzione di specie reattive
dell’ossigeno nelle cellule e sono anche i principali bersagli delle ROS e poiché la disfunzione
mitocondriale ¢ ritenuta una delle cause della ridotta sensibilita all’insulina nei tessuti ad essa
sensibili [57,58], ¢ stata valutata 1’entita dello stress ossidativo in tali organelli. | livelli di markers
di danno ossidativo ai lipidi ed alle proteine aumentano nei mitocondri degli animali ipertiroidei e
sono ridotti dalla supplementazione con vitamina E anche se non ritornano ai livelli osservati negli
animali di controllo. Inoltre, la riduzione dei markers di danno ossidativo si verifica anche nei
preparati tessutali e mitocondriali ottenuti dai ratti di controllo alimentati con il supplemento di
vitamina E rispetto ai controlli alimentati con dieta standard, dimostrando 1’efficacia del rinforzo

delle difese antiossidanti.

All’aumentato danno ossidativo contribuisce sicuramente I’aumentato contenuto di ROS come
dimostrato dall’analisi dei livelli di diclorofloresceina. Nei ratti ipertiroidei, soprattutto a livello
epatico, il contenuto di ROS totali & notevolmente aumentato e la vitamina E lo riduce
significativamente pur non riportandolo ai livelli osservati negli animali di controllo. Nella cellula
esistono diverse fonti di ROS, tra queste i mitocondri e I’enzima NADPH ossidasi sono ritenute le
principali [74,143]. Per avere informazioni sul contributo di tali siti e sulle alterazioni indotte dai
trattamenti abbiamo valutato il rilascio mitocondriale di H,O, durante sia la respirazione basale che

la respirazione stimolata da ADP e I’attivita dell’enzima NOX.
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Negli animali ipertiroidei entrambe le fonti producono pit ROS, mentre la supplementazione con
vitamina E attenua tali aumenti. In particolare, nei mitocondri di fegato e muscolo la velocita di
rilascio di H,O, é fortemente ridotta dalla vitamina E durante la respirazione basale e la riduzione €
membrane, I’anello benzenico puo reagire con i perossidi lipidici interrompendo le catene di
perossidazione lipidica, ma sembra anche essere in grado di reagire con 1’anione superossido
neutralizzandolo, inoltre, ciascun anello benzenico sembra reagire con due molecole di superossido
[144]. Questo risultato suggerisce che il supplemento di vitamina E riduce la possibilita che il
superossido, che si forma quando gli elettroni sfuggono alla catena di trasporto elettronico

mitocondriale, possa innescare una serie di reazioni di perossidazioni a catena [100].

La riduzione legata alla vitamina E anche dell’attivita dell’enzima NADPH ossidasi &
probabilmente dovuta, invece, alla capacita della vitamina di ridurre la traslocazione della proteina

47phox

citosolica p , una delle componenti dell’enzima, riducendone pertanto 1’attivazione, come

dimostrato da studi in vitro condotti su monociti [145,146].

Tuttavia, poiché lo stress ossidativo puo insorgere o per un aumento delle specie pro-ossidanti o per
una diminuzione delle difese antiossidanti o per entrambi gli eventi, nel presente studio sono state
analizzate le attivita dei principali enzimi antiossidanti, nello specifico gli enzimi glutatione

perossidasi, glutatione reduttasi, catalasi e superossido dismutasi.

Gli organismi aerobi possiedo la capacita di adattare 1’efficacia del sistema di difesa antiossidante
alle necessita del tessuto. Quindi, I’aumento osservato dell’attivita di tali enzimi nei gruppi
ipertiroidei e probabilmente un meccanismo che le cellule mettono in atto per fronteggiare
I’aumentato danno ossidativo. Questa idea ¢ confermata anche dall’osservazione che in seguito alla
supplementazione di vitamina E, il ridotto stress ossidativo € associato con una riduzione

dell’attivita degli enzimi antiossidanti osservabile sia nei ratti ipertiroidei che nei ratti di controllo.

Tuttavia, la capacita antiossidante totale dipende da azioni sinergiche ed antagoniste dei vari
antiossidanti e anche se si misurassero le attivita di tutti gli enzimi antiossidanti o i livelli di tutti gli
antiossidanti a basso peso molecolare non si potrebbe avere un quadro chiaro della capacita di un
preparato di fronteggiare un insulto ossidativo. Per tale motivo, per avere informazioni su tale
capacita i preparati tessutali e mitocondriali sono stati sottoposti ad uno stress ossidativo in vitro e
sono state valutate la variazione nel contenuto di markers di danno ossidativo ai lipidi. Lo stress in
vitro e stato indotto utilizzando una miscela di ferro e ascorbato. In presenza di ascorbato il ferro

ferrico si riduce a ferro ferroso, il quale reagendo con gli idroperossidi catalizza la reazione di
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Fenton con formazione di radicale idrossilico. Il radicale idrossilico che si forma puod o innescare
reazioni di ossidazione a catena, tra cui la perossidazione lipidica, o essere neutralizzato dagli
antiossidanti presenti nel campione. Per tale motivo variazioni nel contenuto di idroperossidi
dipendono anche dall’efficacia del sistema di difesa antiossidante. Negli animali ipertiroidei
I’aumento del contenuto di idroperossidi suggerisce una ridotta capacita dei tessuti a fronteggiare un
insulto redox. Il trattamento con vitamina E, invece, potenziando il sistema di difesa antiossidante,

rende i1 preparati meno proni all’insulto ossidativo.

Questi risultati suggeriscono che lo stress ossidativo negli animali ipertiroidei e dovuto
all’aumentata produzione di specie reattive dell’ossigeno e a una ridotta capacita antiossidante.
Poiché e stato suggerito che una delle principali cause dell’IR possa essere rappresentata dalla
disfunzione mitocondriale é stata valutata la respirazione sia nei preparati tessutali che
mitocondriali. Il consumo d’ossigeno incrementa durante lo Stato 3 della respirazione negli animali
ipertiroidei, il che e in accordo con quanto & noto riguardo la capacita degli ormoni tiroidei di
indurre la sintesi dei carriers della catena di trasporto elettronico mitocondriale [147]. L’aumento
che si verifica durante lo stato 4 sembra dipendere dall’aumentato leak protonico, che, a sua volta
puo dipendere dal disaccoppiamento basale o inducibile legato alle proteine disaccoppianti [148].
danno ossidativo induce un aumento del leak protonico basale [149]. Noi troviamo che la riduzione

ridotto negli animali ipertiroidei e alimentati con supplemento di vitamina E.

Tuttavia, la funzionalita mitocondriale non sembra essere alterata neanche negli animali H, come
dimostrato dall’aumento della respirazione mitocondriale durante lo stato 3, nonostante vi sia un
elevato stress ossidativo. E possibile comunque osservare i benefici dovuti all’integrazione
analizzando i valori dell’RCR, il rapporto tra lo stato 3 e lo stato 4 della respirazione, parametro che
indica I’accoppiamento mitocondriale, il quale aumenta negli animali trattati con I’aggiunta

antiossidante, dimostrando 1’efficacia del trattamento con vitamina E sul benessere mitocondriale.

Perché, se ¢ vero che un aumento dell’accoppiamento mitocondriale puo essere causa di un
aumento di rilascio di ROS durante lo stato 4 causato dall’aumento del grado di riduzione dei
carriers autossidabili della catena di trasporto elettronico mitocondriale, & anche vero che
mitocondri disaccoppiati sono indice di danno mitocondriale e sono alla base di molteplici patologie
[150,151]. Questo perché la produzione mitocondriale di ROS dipende fortemente dal gradiente
protonico sulla membrana mitocondriale interna (che guida la sintesi di ATP) e un gradiente
protonico elevato ne aumenta la produzione. Un modo per abbassare il gradiente protonico € il

cosiddetto disaccoppiamento mitocondriale, un processo in cui una riduzione del gradiente
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protonico non e accoppiata alla produzione di ATP, ma e dovuta alla perdita di protoni. Poiché la
relazione tra la produzione di ROS e il gradiente protonico € esponenziale, gia una piccola
diminuzione del potenziale di membrana ("mild uncoupling") ridurra considerevolmente la
produzione di ROS mitocondriali [150-154]

Escludendo, dunque, un’alterazione della funzionalita mitocondriale nel nostro disegno
sperimentale, abbiamo valutato il grado di fosforilazione di JNK che da studi in vitro ha mostrato
essere uno dei principali candidati come link tra lo stress ossidativo ¢ 1’insulino resistenza. Infatti,
in ratti con steatosi epatica non alcolica (NAFDL), € stato osservato che trattando i ratti con un

inibitore di JNK, 1’insulino-resistenza indotta da NAFDL era attenuata [155].

Ancora, Litwak e collaboratori hanno riportato che I’accumulo di grasso in fegato di topi aumenta
I’attivazione dell’asse JNK/c-Jun/BIM (BCL-2 interacting mediator of cell death) negli epatociti.
Ci0 comporta che, in seguito all’attivazione di BIM mediata da JNK, vi ¢ un aumentato stress
ossidativo, un’aumentata steatosi epatica e un’aumentata insulino-resistenza. Alterazioni attenuate

nei topi BIM-knockout [156].

L’alterazione dell’omeostasi glicemica correlata ai livelli di JNK-P é stata riportata anche da
Hirosumi nel 2002. Infatti, in topi obesi, i parametri ematici riguardanti la glicemia e I’insulinemia

erano significativamente migliorati nei topi JNK+/-, ma ancor di piu nei topi JINK-/- [81]

Nei nostri ratti ipertiroidei la fosforilazione della chinasi € significativamente piu alta, ma la
supplementazione con vitamina E ne attenua 1’attivazione confermando, in vivo, la correlazione che

vi € tra ’aumentato stress ossidativo e la fosforilazione di JNK.

L’efficacia della vitamina E nel ridurre lo stress ossidativo indotto dall’ipertiroidismo e il
coinvolgimento dello stress ossidativo, in vivo, nelle variazioni dei livelli di fosforilazione di JNK,
sono associati con variazioni dei parametri ematici associati con 1’omeostasi glicemica, ossia la
risposta glicemica e insulinica ad un carico di glucosio. Negli animali resi sperimentalmente
ipertiroidei vi ¢ un aumento della resistenza all’insulina. Infatti, sia al tempo 0 che dopo 15 ¢ 30
minuti dall’iniezione intraperitoneale di glucosio la glicemia é significativamente piu alta nei ratti
ipertiroidei, valore che successivamente torna ai livelli di controllo. Tuttavia, nei ratti ipertiroidei
alimentati con supplemento di vitamina E non vi sono differenze significative rispetto ai ratti di
controllo nei livelli di glicemia. Diversamente si comportano le variazioni ematiche di insulina in
quanto nei ratti ipertiroidei sia al tempo 0 che per tutta la durata dell’osservazione i livelli di

insulina sono significativamente piu alti. Invece, nei ratti ipertiroidei alimentati con supplemento di
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vitamina E, vi € un significativo aumento dell’insulina sia al tempo 0 che dopo 15 ¢ 30 minuti

dall’iniezione di glucosio.

L’insulino-resistenza ¢ confermata anche dall’indice HOMA che indica insulino-resistenza per
valori che vanno oltre 2,5. L’indice ¢ significativamente piu alto, oltre i valori standard, nei ratti
ipertiroidei rispetto agli animali di controllo. Tuttavia, questo valore torna ai livelli borderline, ma
non di controllo, nei ratti ipertiroidei alimentati con supplemento di vitamina E, indicando quindi

che I’insulino-resistenza ¢ attenuata in seguito alla supplementazione con I’antiossidante.

L’insorgenza di insulino resistenza ¢ anche associata alla riduzione della fosforilazione della chinasi
serina-treonina AKT nel fegato e nel muscolo in seguito a stimolazione con insulina. Infatti,
I’ipertiroidismo ¢ associato con una drastica riduzione del rapporto tra la forma attiva e la forma
inattiva dopo stimolazione con insulina, il che suggerisce una ridotta sensibilita tessutale all’ormone
sia nel fegato che nel muscolo. L’integrazione con vitamina E aumenta significativamente tale

rapporto confermando 1’effetto protettivo della vitamina E per la via di segnalazione dell’insulina.

In conclusione, da quanto osservato, e possibile escludere il coinvolgimento dell’alterata
funzionalita mitocondriale nell’insorgenza dell’IR, nonostante vi sia un elevato stress ossidativo
anche nei mitocondri. Questo € in accordo con quanto osservato da Fazakerley e collaboratori in
cui, inducendo lo stress ossidativo nei preparati mitocondriali con mitochondria-targeted paraquat
(MitoPQ), esso generava superossido all'interno dei mitocondri senza interrompere direttamente la
catena respiratoria. A concentrazioni di MitoPQ <10M, aumentava specificamente il superossido
mitocondriale e il perossido di idrogeno senza alterare la respirazione mitocondriale nelle cellule. In
queste condizioni, é stato possibile osservare che sono proprio le ROS mitocondriali a indurre
I’alterazione dell'assorbimento del glucosio stimolato dall'insulina e la traslocazione del
trasportatore del glucosio 4 (GLUT4) sulla membrana plasmatica sia negli adipociti che nei

miotubi, ma senza alterare ’attivita della catena di trasporto elettronico mitocondriale [157]

Pertanto, e possibile affermare che e I’aumento dello stress ossidativo a indurre I’attivazione di
determinati pathway che sembrano essere coinvolti nell’induzione della resistenza all’insulina,
come osservato dall’aumento del rapporto tra la forma fosforilata di JNK e JNK non fosforilato, e
dall’aumento dell’indice HOMA. Tuttavia, da questo studio ¢ anche possibile affermare che, in
vivo, la supplementazione con a-tocoferolo, aumentando I’efficienza del sistema di difesa
antiossidante e riducendo lo stress ossidativo migliora tutti i parametri osservati, migliorando in
particolare 1’omeostasi glicemica e il benessere mitocondriale, seppur non facendo tornare gli indici

riguardanti I’insulino-resistenza ai livelli basali. E possibile dunque confermare, in vivo, il
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coinvolgimento dello stress ossidativo nell’insorgenza dell’Insulino-Resistenza e 1’utilita del

potenziamento delle difese antiossidanti come arma di prevenzione.
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