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RIASSUNTO

Le possibili relazioni tra abitudini alimentari, prodotti del microbiota intestinale, quali gli
acidi grassi a corta catena (SCFA), la Lipogenesi De Novo (DNL), metabolismo glico-
lipidico e grasso ectopico sono un aspetto di grande interesse scientifico. Nonostante il
notevole numero di lavori restano ancora molti punti da chiarire, in particolare, per quanto
riguarda gli effetti di studi di intervento controllati nell’'uomo. Pertanto, la ricerca svolta
durante il mio percorso di dottorato si e focalizzata su: 1) valutazione della capacita
fermentativa di individui a rischio cardio- metabolico (pazienti sovrappeso/obesi senza e
con diabete di tipo; 2) valutazione degli effetti di alimenti ricchi in fibre/amilosio o di diete
a base di prodotti di origine vegetale sulla produzione di SCFA e il loro ruolo nella
regolazione del metabolismo glucidico; 3) definizione del possibile ruolo della DNL nella
riduzione del grasso epatico e pancreatico dopo un intervento nutrizionale con una dieta
multifattoriale, ricca in fibre, polifenoli e PUFA n-3, PUFA n-6 e MUFA o con una dieta
ricca solo in MUFA. Per quanto riguarda il primo punto, i risultati ottenuti nei pazienti con
diabete dimostrano che le concentrazioni dell’acido acetico, propionico e butirrico sono
ridotte rispetto a quelli dei soggetti sovrappeso/obesi non diabetici; tuttavia, solo la
riduzione dell’acido propionico ¢ associata al diabete di per sé. L’acido acetico e butirrico
sono influenzati da altri fattori oltre che dal diabete. La riduzione dell’acido butirrico ¢
associata all’eta, indicando una riduzione della capacita fermentativa del microbiota
intestinale con I’avanzare dell’eta, mentre 1’acido acetico € associato al colesterolo-LDL.
In relazione al secondo punto é stato dimostrato che: 1) il consumo in acuto di pane ricco
in amilosio é capace di migliorare in soggetti sovrappeso/obesi la risposta della glicemia e
dell’insulina in fase postprandiale, aumentando allo stesso tempo i livelli postprandiali di
acido propionico. Tale aumento ¢, inoltre, associato alla riduzione della risposta insulinica
postprandiale suggerendo un possibile ruolo dell’acido propionico nel miglioramento della
rispetto ad una dieta occidentale migliora, sia in acuto che in cronico, la risposta della
glicemia e dell’insulina in fase postprandiale inducendo un miglioramento della sensibilita
insulinica in questa fase. La Dieta Mediterranea determina un aumento dei batteri che
fermentano le fibre con conseguente aumento, in particolare, dell’acido butirrico. Questo
in fase postprandiale con la dieta mediterranea, suggerendo che proprio la modifica della
composizione del microbiota e ’aumento dell’acido butirrico giochino un ruolo
fondamentale nel miglioramento del metabolismo glucidico in fase postprandiale. Per
quanto riguarda il terzo punto, € stato dimostrato che una dieta multifattoriale, con diverse
componenti bioattive, ispirata ancora una volta ad un modello Mediterraneo, rispetto ad
una dieta ricca in MUFA, anche essa gia dimostratasi “salutare”, ¢ capace di agire non solo
sul metabolismo intermedio ma anche di ridurre significativamente sia il grasso epatico che
il grasso pancreatico. In particolare, mentre la riduzione del grasso epatico sembra essere
in relazione con la riduzione della DNL, valutata come rapporto acido palmitico/acido
linoleico, questo non avviene con la riduzione del grasso pancreatico, i cui meccanismi
potrebbero essere diversi e devono essere ulteriormente indagati. Pertanto, dai risultati
ottenuti ¢ possibile porre delle basi per I’identificazione di alimenti funzionali o strategie
nutrizionali nella prevenzione e nel trattamento del diabete, della steatosi epatica e
pancreatica.



1. INTRODUZIONE

Gli acidi grassi sono molecole formate da catene di atomi di carbonio dotate di un gruppo
terminale carbossilico. Gli acidi grassi possono essere classificati in diversi gruppi in base

alla lunghezza della loro catena:

gli acidi grassi a corta catena (SCFA) con una catena alifatica di 1-5 atomi di

carbonio;

- gli acidi grassi a media catena (MCFA) con una catena alifatica di 6-12 atomi di
carbonio;

- gli acidi grassi a lunga catena (LCFA) con una catena alifatica di 14-20 atomi di
carbonio;

- gli acidi grassi a lunghissima catena (VLCFA) con una catena alifatica maggiore di

22 atomi di carbonio.

La liposolubilita degli acidi grassi, misurata come porzioni di acidi liberi tra acqua ed esano,
incrementa gradualmente con 1’aumento del numero degli atomi di carbonio; a causa della
loro alta solubilita nei solventi acquosi, rispetto agli LCFA e VLCFA, gli SCFA non formano
strutture micellari, non partecipano alla formazione di membrane biologiche e sono presenti
in forma libera nel circolo sanguigno. Gli SCFA possono essere contenuti negli alimenti
fermentati quali formaggi, burro, yogurt, crauti, aceto e bevande alcoliche: 1’aceto e le
bevande alcoliche contengono acetato, il formaggio 1’acido propionico e I’acido butirrico e
il burro I’acido butirrico (Wolfe et al., 2015; Montel M.C 2014). Le concentrazioni
plasmatiche di SCFA, tuttavia, sono influenzate principalmente dalla fermentazione delle
fibre da parte del microbiota intestinale (Schonfeld P et al 2016, Canfora E.E 2015). Gli
MCFA sono riconosciuti nella forma di trigliceridi a media catena (MCT) per la loro
esterificazione a formare trigliceridi. Gli MCT sono presenti nel latte, nei prodotti lattiero

caseari, nel cocco e negli oli di cocco e di palma. Gli LCFA e VLCFA sono presenti nelle
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piante e negli animali in forma esterificata e sono costituenti di trigliceridi e fosfolipidi. |
trigliceridi costituiscono la forma principale di deposito energetico, soprattutto nel tessuto
adiposo, mentre i fosfolipidi svolgono un ruolo strutturale delle membrane biologiche. Gli
LCFA e i VLCFA possono essere divisi in due gruppi in base alla presenza o assenza di
doppi legami nella catena di atomi di carbonio: acidi grassi insaturi e acidi grassi saturi.
Nella catena degli acidi grassi saturi non sono presenti doppi legami, a differenza di quanto
avviene negli acidi grassi insaturi, dove posso essere presenti uno (monoinsaturo) o piu
doppi legami (polinsaturi). Nell’uomo, gli acidi grassi saturi (SFA) e monoinsaturi (MUFA)
pOosSsono avere una derivazione esogena, attraverso il consumo di alimenti ricchi in grassi o
olii, o essere sintetizzati a livello endogeno mediante la Lipogenesi De Novo. | principali
acidi grassi polinsaturi (PUFA) appartengono alla famiglia degli acidi grassi omega 3 (PUFA
n-3) e omega 6 (PUFA n-6). Questi acidi grassi appartengono alla classe degli Acidi Grassi
Essenziali e Semi-Essenziali. L’acido linoleico ¢ I’acido a-linolenico sono rispettivamente i
capostipiti dei PUFA n-6 e PUFA n-3, vengono definiti Acidi Grassi Essenziali in quanto
devono essere introdotti necessariamente con la dieta; di conseguenza, vengono
metabolizzati e trasformati in altri acidi grassi appartenenti alla medesima serie, grazie
all'intervento di enzimi chiamati elongasi e desaturasi. A partire dall’acido linoleico vengono
prodotti 1’acido y-linolenico, 1’acido diomogamma-linolenico e 1’acido arachidonico.
Dall’acido a-linolenico, invece, vengono formati 1’acido eicosapentanoico (EPA), I’acido
docosapentaenoico (DPA) e I’acido docosaesaenoico (DHA). Gli acidi grassi derivati
dall’acido linoleico e a-linolenico vengono definiti Semi-Essenziali. La via metabolica dei
PUFA n-6 e PUFA n-3 utilizza lo stesso insieme di enzimi e possono competere gli uni con
gli altri. Se l'assunzione di uno di essi € in eccesso, puo interferire con il metabolismo di un
altro, determinando la perdita di equilibrio nella produzione di prostaglandine, leucotreni e

trombossani.



Ci soffermeremo, adesso, sugli SCFA e sul processo della De Novo Lipogenesi.

2. ACIDI GRASSI A CORTA CATENA

2.1 1l microbiota e i prodotti di fermentazione intestinale

Il microbiota intestinale € un ecosistema complesso e dinamico, costituito da microrganismi
(batteri, virus, funghi e protozoi), che interagisce con ’ospite instaurando una relazione
mutualista (Simpson HL et al., 2015). E coinvolto in numerosi meccanismi fisiologici
associati alla salute umana, tra i quali la sintesi di micronutrienti, la difesa contro i patogeni,
la regolazione del metabolismo glico-lipidico e la funzione immunitaria (Makki K. et al.,
2018).
Diversi studi hanno suggerito che la modulazione del microbiota intestinale potrebbe
rappresentare un valido strumento per la prevenzione delle malattie metaboliche e
inflammatorie. In particolare, studi su modello animale supportano un ruolo causale
dell’alterazione del microbiota intestinale associata allo sviluppo dell’obesita, insulino-
resistenza e diabete mellito di tipo 2 (Ley RE. et al., 2015). In aggiunta, gli studi
osservazionali hanno confermato la presenza di un microbiota alterato, denominato disbiosi,
in pazienti obesi, con prediabete e diabete di tipo 2, rispetto a quello di soggetti sani (Kreznar
et al., 2015). Nessuna specifica comunita microbica associata all’insorgere di patologie ¢
stata identificata, ma risulta sempre piu evidente che il ruolo protettivo del microbiota
intestinale nei confronti delle malattie dismetaboliche sia legato alle attivita di diverse specie
microbiche che pu0 essere ricondotto a tre effetti principali:

1) mantenimento dell’integrita della barriera intestinale;

2) riduzione della traslocazione batterica e della conseguente inflammazione sistemica

(endotossemia);



3) produzione degli acidi grassi a corta catena (SCFA) che possono influenzare i

pathway metabolici (Salgaco et al., 2019).

| primi due effetti sembrano essere associati fortemente all’insorgere della malattia, al
contrario, la produzione degli SCFA potrebbe rappresentare uno strumento per prevenire e
modulare le alterazioni metaboliche (Salamone D. et al. 2021).

Pertanto, notevole impulso ¢ stato dato all’individuazione di strategie in grado di indurre
modifiche specifiche della composizione del microbiota intestinale per prevenire o modulare
le malattie metaboliche. E noto che la composizione del microbiota intestinale sia
influenzata da fattori interni ed esterni. Recentemente, € stato dimostrato che la genetica
esercita un ruolo marginale nella definizione della composizione del microbiota; al contrario,
€ maggiormente influenzato da fattori ambientali (Rothschild D et al., 2018). Tra questi, la
terapia con antibiotici o i trapianti fecali hanno effetti repentini ma di breve durata sul
microbiota dell’ospite (Lynch SV et al., 2016). Le modifiche della dieta, invece, potrebbero
rappresentare uno strumento piu utile per indurre una variazione di lunga durata della
composizione del microbiota intestinale. Tra le componenti dietetiche che potrebbero
modulare la composizione microbica, le fibre alimentari rivestono un ruolo importante.
Molti studi hanno dimostrato che le fibre sono il pabulum principale del microbiota
intestinale e sembra che il loro consumo possa promuovere la crescita dei batteri fermentanti.
(Flint HG et al., 2012). Le fibre alimentari vengono fermentate dal microbiota intestinale
con produzione di acidi grassi a corta catena (SCFA). Il 95% degli SCFA é costituito da
acetato, propionato e butirrato, mentre il restante 5% dall’acido valerico, acido isovalerico e
acido caproico, prodotti della fermentazione delle proteine. Di recente vi € stato un crescente
interesse per questi metaboliti, poiché regolano diversi processi fisiologici, quali senso di

sazieta, I’intake energetico e il metabolismo glico-lipidico (Koh A et al., 2016).



2.2 Biosintesi, assorbimento e distribuzione degli SCFA

La maggior parte della produzione di SCFA avviene a livello del cieco e del colon
prossimale. Nella sintesi degli SCFA sono implicati numerosi enzimi di specifici membri
del microbiota intestinale come mostrato nella Figura 1. L’acetato ¢ un prodotto derivante
dal piruvato grazie all’azione di diverse specie batteriche quali Akkermansia muciniphila,
Bacteroides spp., Bifidobacterium spp., Prevotella spp., Ruminococcus spp. tramite la via
dell’acetil-CoA o tramite il pathway di Wood-Ljungdahl. Il propionato invece, & prodotto
dalla conversione del succinato a metilmalonil-CoA oppure puo essere sintetizzato grazie al
pathway dell’acrilato o quello del propanediolo, il tutto catalizzato grazie a diversi batteri
presenti nel microbiota intestinale: Bacteroides spp., Roseburia inulinivorans,
Ruminococcus obeum. Il butirrato € formato in seguito alla condensazione di due molecole
di acetil-CoA e conseguente riduzione a butiril-CoA che poi viene convertito in butirrato.
Alcuni microrganismi possono usare sia il lattato che 1’acetato per sintetizzare butirrato e
questa duplice possibilita fa in modo che si prevenga 1’accumulo di lattato e
conseguentemente si stabilizzi I’ambiente intestinale (Koh A et al., 2016). Tra le specie
batteriche maggiormente coinvolte nella sintesi di butirrato ci sono Faecalibacterium
prausnitzii, Roseburia spp., Eubacterium rectale, Eubacterium halii (McNabney SM et al.,
2017) (Figura 1).

Le concentrazioni di SCFA variano nell’intestino con 1 livelli piu alti nel cieco e nel colon
prossimale, mentre si riducono verso il colon distale, da cio ne deriva la poca accuratezza
nella misurazione degli SCFA nelle feci dal momento che ne viene ritrovato soltanto il 5%
(Brahe LKA et al 2013). Gli SCFA possono essere assorbiti attraverso la membrana apicale
delle cellule epiteliali del colon attraverso quattro meccanismi: trasporto passivo nella loro

forma protonata; scambio con bicarbonato in un rapporto 1:1; attraverso il trasportatore del



monocarbossilato accoppiato a H+; attraverso il trasportatore del monocarbossilato

accoppiato al sodio. (Titus E et al., 1988; Rizhaupt A et al., 1998; Moshen | et al., 2012).
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Figura 1: Descrizione dei pathways di sintesi dell’acido acetico, propionico e butirrico da parte del
microbiota intestinale (Koh et al., 2016).

Tra il 90 e il 99% degli SCFA viene assorbito nell'intestino o utilizzato dal microbiota e
soltanto una piccola quantita di SCFA, principalmente acetato, propionato e butirrato, si
ritrova nella circolazione periferica (Holscher HD et al., 2017). L'acetato € presente
nell'intestino, nelle feci e nella circolazione in misura molto maggiore rispetto al propionato
e al butirrato, rispettivamente in un rapporto 3:1:1. Le concentrazioni sistemiche degli SCFA
dipendono sia dai tassi di produzione che di assorbimento nell'intestino, che a loro volta si

riferiscono al modello dietetico (Canfora EE et al., 2015).



2.3 Potenziali effetti degli SCFA sulla salute umana.

Come gia riportato, diverse evidenze, in vivo e in vitro, suggeriscono che il microbiota
intestinale e i suoi metaboliti possono avere un ruolo nella regolazione del metabolismo
glucidico e lipidico, contribuendo, potenzialmente, ad esercitare un ruolo protettivo nei
confronti delle patologie cardio-metaboliche. D’altra parte, differenti studi hanno dimostrato
che la dieta potrebbe influenzare la composizione e 1’attivita del microbiota intestinale,
modulando il rischio di patologie metaboliche come il diabete, 1’insulino-resistenza e
I’obesita. Tra i componenti nutrizionali, la fibra potrebbe giocare un ruolo centrale grazie al
suo effetto prebiotico sui batteri fermentanti-fibre e incrementare la produzione di SCFA
(Salamone D et al., 2021). Su questo argomento abbiamo effettuato una revisione della
letteratura pubblicata su Acta Diabetologica (2021) e di cui riporto i dati principali

(pubblicazione n.1, Acta diabetologica, 2021).

2.3.1 Studi Osservazionali

Le evidenze derivanti dagli studi osservazionali mostrano che la composizione del
microbiota intestinale puo influenzare lo stato metabolico dell’individuo (Appendice:
tabella 1). In particolare, due studi di coorte hanno analizzato la composizione del
microbiota in 3 gruppi di individui: individui normo-tolleranti, individui con prediabete e
pazienti con diabete di tipo 2. I risultati hanno dimostrato una maggiore presenza di batteri
produttori di butirrato (Faecalibacterium prausnitzii) nei soggetti normo-tolleranti rispetto
agli altri due gruppi analizzati. Negli individui con prediabete o con diabete di tipo 2, invece,
¢ stata riscontrata una maggiore abbondanza di Clostridii e Bacteroides rispetto agli
individui sani (Zhang X et al., 2013; Wu H et al., 2020).

In linea con questi risultati, studi di metagenomica su due distinte coorti, cinese ed europea,

hanno mostrato delle rilevanti differenze nella composizione del microbiota intestinale negli
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individui sani rispetto ai diabetici di tipo 2 (Karlsson FH et al., 2013; Qin J et al., 2012). In
particolare, Roseburia e Faecalibacterium prausnitzii sono stati identificati come i batteri
altamente discriminanti tra i soggetti normo-tolleranti e quelli con diabete di tipo 2.

In aggiunta, in uno studio di coorte & stata analizzata la relazione tra composizione del
microbiota e rischio di diabete. | risultati dello studio hanno dimostrato che i soggetti
caratterizzati da un microbiota ricco in batteri produttori di butirrato (Eubacterium rectale,
Bacteroides pectinophilus e Roseburia intestinalis) presentavano una migliore risposta
insulinica durante un test da carico di glucosio, che rappresenta un proxy di funzione j-
cellulare (Sanna S et al., 2019).

Le abitudini alimentari possono modificare il microbiota intestinale, contribuendo, in tal
modo, alla modulazione e alla progressione delle patologie metaboliche e cardiovascolare.
Uno dei primi studi condotti in questa ottica, ha evidenziato delle sostanziali differenze tra
la composizione del microbiota intestinale dei bambini africani rispetto a quelli italiani
determinate dal tipo di alimentazione seguita (De Filippo C et al., 2010). In particolare, i
bambini africani presentavano una significativa abbondanza di Bacteroidetes (soprattutto
Prevotella e Xylanibacter) e una riduzione dei Firmicutes, mentre i bambini italiani erano
caratterizzati da una tendenza opposta. Tale risultato e stato ricondotto alle caratteristiche
della dieta seguita dagli individui presi in considerazione; infatti, i bambini africani
seguivano una dieta prevalentemente a base di alimenti di origine vegetale (cereali minori
come miglio e sorgo, legumi e verdure) mentre la dieta dei bambini italiani era caratterizzata
da un elevato consumo di fonti animali di proteine e grassi. A sostegno di tale ipotesi,
concorreva la presenza di batteri che idrolizzano la fibra, in particolare cellulosa e xilani
(Prevotella e Xylanibacter), con una maggiore produzione di SCFA nei bambini africani

rispetto a quelli italiani.



Studi successivi hanno indagato la relazione tra Dieta Mediterranea e riduzione del rischio
di patologie cardio-metaboliche, analizzando tale associazione benefica alla luce dell’effetto
modulatore di questo pattern alimentare sulla composizione e sull’attivita fermentativa del
microbiota intestinale. Si e evidenziato che una maggiore adesione alla Dieta Mediterranea,
pattern alimentare caratterizzato da un elevato apporto di fibra alimentare, si associa ad un
aumento dei Bacteroidates, principalmente del genere della Prevotella (Gutiérrez-Diaz
2016, Gargia-Mantrana 2018), di alcuni Firmicutes, Bifidobacterii (Mitsou 2017), Roseburia

(De Filippis F et al., 2016) e alla produzione di butirrato e propionato.

2.3.2  Studi d’intervento

L’effetto della dieta sulla composizione e I’attivita del microbiota intestinale sono stati
indagati in pochi studi nutrizionali di intervento che hanno preso in considerazione pattern
alimentari o singoli alimenti ricchi in fibre (Appendice: tabella 2).

Per quanto riguarda i pattern alimentari, un trial clinico randomizzato controllato a breve-
termine (4 giorni) ha mostrato che una “Dieta Occidentale”, ricca di prodotti di origine
animale (carne, uova e formaggi) e a ridotto consumo di fibre (9.36+2.1 g/1000 kcal ) induce
una riduzione dei batteri che metabolizzano i polisaccaridi delle piante (come Prevotella o
Roseburia), con una minore produzione di SCFA rispetto ad una dieta ricca in fibra derivata
da cereali integrali, legumi, frutta e verdura (25.6+1.1 g/1000 kcal) (David AL et al., 2014).
In uno studio piu recente effettuato su pazienti con diabete di tipo 2, & stato osservato che
una dieta in ricca in fibre (fibre:37,10 g) aumentava il butirrato fecale che si associava alla
riduzione della glicemia a digiuno e dell’emoglobina glicata. (Zhao L et al., 2018).

Le diete basate prevalentemente su alimenti di origine vegetale, invece, hanno mostrato di
aumentare selettivamente alcune specie batteriche in base al tipo di fibra consumata. Infatti,

in uno studio randomizzato della durata di 1 anno, una dieta a basso contenuto di grassi ma
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ad alto contenuto di carboidrati complessi e fibra (14.1+0.2 ¢/1000 kcal derivata
principalmente da cereali integrali) ha indotto un aumento significativo del genere Prevotella
mentre la Dieta Mediterranea (fibra 12.9+0.2 g/1000 kcal, derivata da vegetali e noci)
incrementava 1’abbondanza di Roseburia. In entrambi i trattamenti vi & stato un aumento di
Faecalibacterium prausnitzii. E interessante notare come entrambe le diete inducevano un
miglioramento dell’Indice di sensibilita insulinica (ISI) nei volontari sani, suggerendo un
effetto preventivo nei confronti del Diabete tipo 2 (Haro C et al., 2016).

Tra gli alimenti con potenziale effetto sulla riduzione del rischio di diabete attraverso la
modulazione del microbiota intestinale, i cereali integrali sono i piu studiati in virtu dell’alto
contenuto di fibre che li caratterizzano.

E stato dimostrato che le fibre da cereali (arabinoxilani e crusca) sono altamente
fermentabili e potrebbero incrementare gli SCFA fecali dopo appena 4 settimane (Hald S et
al., 2016).

Una dieta ricca in cereali integrali (fibre da cereali: 28.9+1.1 g/d), rispetto ad una dieta ricca
in cereali raffinati (fibre da cereali: 11.8+0.4 g/d) utilizzata come controllo, ha ridotto la
risposta insulinica postprandiale in soggetti con Sindrome metabolica e tale effetto era
associato all’aumento delle concentrazioni di propionato dopo 12 settimane di intervento
nutrizionale (Vetrani C et al., 2015).

Per quanto riguarda 1’effetto del consumo di singoli alimenti, il consumo di pane a base
d’orzo (fibre: 37.6 g/d) ha indotto un aumento della Prevotella e una riduzione dei
Bacteroides dopo soli 3 giorni, rispetto al pane bianco (fibre: 9.1 g/d) in soggetti sani
(Kovatcheva-Datchary et al.,2015). Questa variazione € associata con una riduzione della
risposta glicemica postprandiale che correlava 1’aumento totale degli SCFA sierici

(Kovatcheva-Datchary et al.,2015; Nilsson AC et., 2015).
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Sebbene alcuni studi d’intervento abbiano il limite di avere una durata breve o essere
caratterizzata da una popolazione ridotta, i risultati derivati da questi studi sembrano
suggerire che una dieta ricca in fibre o prodotti ricchi in fibra possono migliorare il
metabolismo glucidico attraverso variazioni del microbiota intestinale e un aumento della

produzione degli SCFA.

2.4 Possibili meccanismi

Attraverso gli studi in vitro o su modelli animali si & cercato di capire i possibili meccanismi
d’azione degli SCFA nella regolazione in particolare del metabolismo glico-lipidico

Gli SCFA si legano ai recettori accoppiati a proteine G 41 (GPR41) e 43 (GPR43), espressi
sulla mucosa intestinale, sulle cellule immunitarie, adipociti, epatociti e cellule muscolari.
Oltre ai recettori gia citati, esiste un altro recettore che viene identificato come GPR109A,
espresso a livello delle cellule epiteliali intestinali, degli adipociti, e delle cellule
immunitarie che presenta affinita di legame per I’acido acetico ma non per il propionato o
I’acido butirrico (Canfora EE et al., 2015; Koh A et al., 2016). L’acido acetico ¢ il piu
abbondante SCFA presente nelle feci e nella circolazione periferica. Diversi studi in vitro e
su modelli animali hanno dimostrato che 1’acido acetico potrebbe avere un ruolo nella
regolazione del senso di fame-sazieta stimolando la secrezione del GLP-1 e del PYY o
agendo direttamente a livello ipotalamico (Zhou J et al., 2008; Frost G et al., 2014; Brooks
L et al, 2017). Dunque, potrebbe indirettamente influenzare 1’assunzione di cibo,
prevenendo cosi, I’aumento di peso corporeo che rappresenta un fattore di rischio per il
diabete di tipo 2 (Hernandez MAG et al., 2019). L’acido acetico potrebbe migliorare la
sensibilita insulinica a livello epatico e 1’uptake del glucosio a livello del tessuto adiposo e
del muscolo scheletrico (Yamashita et al., 2009; Yamashita H, 2016; Hernandez MAG et

al., 2019). Alcuni studi hanno dimostrato che 1’acido acetico puo essere considerato un
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donatore di carboni ed essere coinvolto nella sintesi di acidi grassi e del colesterolo (Wolever
TM et al., 1995; Wolever TM et al., 2002).

Per quanto riguarda I’acido propionico, alcuni studi hanno dimostrato che ¢ coinvolto nella
regolazione del metabolismo glucidico. Risultati da studi in vivo e in vitro hanno dimostrato
che il propionato ha effetti benefici sulla funzionalita delle B-cellule, stimola la secrezione
insulinica, del GLP-1 e PYY, riduce il senso di fame e svolge un’attivita antinfiammatoria.
(Chambers ES et al., 2014; Pingitore et al., 2017; Byrne CS et al.,2019; Chambers ES et al.,
stimolata da glucosio- da parte delle B-cellule e migliorando la loro funzionalita, inibendo i
meccanismi di apoptosi; inoltre, riduce i livelli di acidi grassi liberi (FFA) circolanti che
sono associati ad una disfunzione delle B-cellule e ad una ridotta sensibilita insulinica
periferica (Pingitore et al., 2017). Dati derivati da colture di adipociti hanno dimostrato che
I’acido propionico puo ridurre I’accumulo di grasso epatico inibendo la trascrizione dei geni
coinvolti nella Lipogenesi De Novo (Demigné C et al., 1995; Canfora EE et al., 2015; He J
et al., 2020).

Per quanto riguarda 1’acido butirrico, il suo effetto sulla sensibilita insulinica epatica
potrebbe essere dovuto alla sua capacita di ridurre I’accumulo di grasso epatico, aumentando
’ossidazione degli acidi grassi ed inibendo la Lipogenesi De Novo (Canfora E et al., 2015).
Nel fegato, si é visto che I’acido butirrico puo ridurre la glicolisi, la gluconeogenesi e
incrementare la glicogenosintesi; inoltre, & stato osservato che pud migliorare 1’uptake di
glucosio nel muscolo scheletrico e nel tessuto adiposo. In aggiunta, nel muscolo scheletrico
sembra ridurre la glicolisi e incrementare la glicogenosintesi (Gao Z et al., 2009; Mattace
Raso G et al., 2013; Canfora EE et al., 2015; He J el al., 2020). Studi in vivo e in vitro hanno
dimostrato che il butirrato puo stimolare la secrezione del GLP-1 e del PYY (Yadav H et al.,

2013).
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Inoltre, € stato osservato che 1’acido butirrico pu0 ridurre I’infilammazione sistemica di basso
grado, inibendo il rilascio di citochine pro-infiammatorie (Liu T et al., 2012; Smith PM et
al., 2013; Black EE et al., 2020; Marizzoni M et al., 2020). I meccanismi alla base dell’effetto
antinflammatorio sono parzialmente dovuti all’inibizione del fattore nucleare kappa B (NF-
kB), un fattore di trascrizione che regola I’espressione di diversi geni coinvolti
nell’infiammazione e nell’immunita, come citochine pro-inflammatorie, enzimi, molecole
di adesione, fattori di crescita, proteine di fase acuta e recettori del sistema immunitario
(Segain JP et al., 2000). Diversi studi hanno dimostrato che I’acido butirrico riesce ad
attivare il recettore gamma attivato dai proliferatori dei perossisomi (PPAR-y) che puo
svolgere la sua attivita antinflammatoria attraverso 1’inibizione della via di segnalazione
dell’interferone-y (INF-y) (Kespohl M et al., 2017; Byndloss MX et al., 2017). In aggiunta
potrebbe prevenire 1’inflammazione sistemica regolando la permeabilita intestinale
attraverso la modulazione dell’espressione delle proteine tight junction , le mucine e la
riduzione della traslocazione dei lipopolisaccaridi (LPS) dal lume al circolo (Peng L et al.,
2009). L’infiammazione cronica di basso grado aumenta la permeabilita intestinale e
favorisce la traslocazione batterica, inducendo cosi una forte risposta inflammatoria e un

aumento del rischio di malattie associate all’obesita (Jiang L et al., 2020).
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3. PROFILO DEGLI ACIDI GRASSI E LIPOGENESI DE NOVO
3.1 La Lipogenesi De Novo

La Lipogenesi De Novo (DNL) € un processo metabolico che sintetizza nuovi acidi grassi,
utilizzando 1’acetil-CoA (CoA), come fonte di carbonio, derivato da numerose vie
metaboliche come la glicolisi e la deaminazione degli amminoacidi (Chong MF et al., 2007,
Wu JH et al., 2011). Il primo passo di questa via metabolica coinvolge la reazione di
carbossilazione dell’Acetil-Coa in Malonil-CoA catalizzata dall’ Acetil-CoA Carbossilasi.
Successivamente al Malonil-CoA vengono aggiunte unita di Acetil-CoA mediante una serie
di reazioni complesse catalizzate dall’acido grasso sintasi. L’acido palmitico prodotto puo
essere successivamente modificato attraverso reazioni catalizzate da elongasi degli acidi
grassi a lunga catena (ELOVL 6), che portano al suo allungamento o dalla steroil-CoA
desaturasi -1 (SCD-1), che introduce dei doppi legami (Wang Y et al., 2006). | principali
acidi grassi prodotti dalla DNL sono 1’acido palmitico, I’acido palmitoleico, 1’acido cis-
vaccenico, I’acido stearico ¢ 1’acido oleico; 1’acido miristico rappresenta un prodotto minore
di lipogenesi. L’acido 7-esadecanoico € un altro acido grasso associato a questa via e,
probabilmente, deriva dall’ossidazione dell’acido oleico (Lee WN et al., 1998).

Le catene di acidi grassi sintetizzati possono essere incluse in una varieta di specie lipidiche,
come i trigliceridi e i fosfolipidi (Diraison F et al., 2003). La DNL ¢ regolata a livello
trascrizionale sia dall’insulina che dalla glicemia. Alcuni studi hanno dimostrato che
I’iperinsulinemia e le diete ad alto contenuto di carboidrati innescano questa via metabolica.
Il glucosio stimola la trascrizione dei geni della DNL, come I’ ATP-citrato liasi, I’acetil-CoA
carbossilasi e I’acido grasso sintasi, mediante I’azione del fattore di trascrizione ChREBP
(proteina legante gli elementi di risposta ai carboidrati). L’insulina attiva gli stessi geni
mediante le proteine chinasi B/AKT2 e SREBPs (proteine leganti gli elementi di risposta

agli steroli) (Wang Y et al.,2016; Lu Q et al.,2021).
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3.2 Metodiche di valutazione della Lipogenesi De Novo

Per la valutazione della DNL sono usate sia tecniche dirette che indirette (Hellerstein MK
1999).

3.2.1 Metodiche Dirette: valutazione della Lipogenesi De Novo con gli isotopi

L’approccio diretto per la misurazione della DNL o di qualsiasi via metabolica si basa
sull’'uso di isotopi stabili, principalmente il **C-acetato e 1’acqua deuterata (°H20), che
consentono di seguire in modo accurato il percorso metabolico seguito dalla specifica
generati sono sempre gli stessi e vengono rilevati in quantitativi molto piccoli, dell’ordine
dei picogrammi. Gli acidi grassi neosintetizzati, oppure derivati dalla dieta, sono esterificati
nei trigliceridi e secreti dal fegato sottoforma di trigliceridi-VLDL. 1l tasso di DNL é
determinato tracciando le frazioni di acidi grassi contenuti nei trigliceridi-VLDL
successivamente alla somministrazione di un isotopo marcato, come il **C-acetato e 1’>H.0.
Successivamente, gli acidi grassi, contenuti all’interno delle VLDL, vengono estratti e
convertiti in esteri metilici per essere analizzati attraverso gascromatografia-spettrometria di
massa (GC-MS). Il 3C-acetato e 1’2H.O sono i principali traccianti isotopici usati per
valutare il tasso della DNL. L’utilizzo di questi due isotopi dipende dalla complessita dello
studio e dalla metodica di somministrazione (infusione o per via orale). L’acetato ¢
convertito ad Acetil-CoA, che € un precursore della sintesi degli acidi grassi. La
somministrazione del *C-acetato richiede un lungo periodo di somministrazione
endovenosa prima del test. Diversi studi hanno dimostrato che incrementare il tempo
d’infusione risulta in un piu alto tasso di DNL: dopo 8 ore di infusione, il tasso di DNL era
<5%, mentre incrementava di 3 volte dopo 24 ore di infusione (Paglialunga S et al. 2016).

Di conseguenza, I’incremento del tracciante acetato nel pool dei precursori ¢ presente in
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elevate concentrazioni; tuttavia, una lunga infusione di questo tracciante isotopico &
necessaria per osservare la sua presenza negli acidi grassi delle VLDL.

Gli atomi d’idrogeno marcati nell’>’H,O possono essere incorporati nelle catene degli acidi
grassi attraverso scambio con solventi acquosi o 1’incorporazione specifica dell’idrogeno
derivata dalla nicotinammide adenina dinucleotide fosfato (NADPH). Le proporzioni di
atomi d’idrogeno derivati dalla NADPH, tuttavia, dipenderanno dal percorso metabolico di
formazione di questo composto: ad esempio la via del pentosio fosfato, I’enzima malico o
altre vie enzimatiche. Precedenti studi hanno dimostrato un basso tasso di DNL dopo la
somministrazione di acqua deuterata per 48 ore precedenti al test; recentemente, € stato visto
che la somministrazione di questo isotopo fino ad una settimana prima del test permette di
valutare il tasso piu alto di DNL (Hellerstein MK et al., 1999). L’acqua deuterata viene
somministrata oralmente cosa che rappresenta un vantaggio rispetto alle condizioni di stress
che potrebbero essere date dalle infusioni prolungate con il **C-acetato. Un altro vantaggio
e rappresentato dalla clearance lenta per cui I’arricchimento in fase stazionaria resta a lungo
(condizione necessaria per la valutazione della DNL che si basa sul rapporto
precursore/produttore) senza dover ricorrere. Purtroppo, la somministrazione di acqua
deuterata puo indurre vertigini ed altri effetti collaterali nei soggetti che la assumono. Le
vertigini sono transitorie e legate all’assunzione della quantita in un’unica dose, ma vista la
clearance lenta si opta per la somministrazione in piu dosi a distanza di circa 30 minuti.
Tuttavia, I’aumento della sensibilita della spettrometria di massa ha ridotto le quantita di
somministrazione di ?H,O, riducendo il rischio di indurre questo effetto collaterale
(Paglialunga S et al. 2016). Il tasso di DNL viene valutato in base alla presenza del **C o
dell’?H, a secondo dell’isotopo usato, nell’acido palmitico. La presenza del *C o del 2H &

stata osservata anche in altri grassi come 1’acido miristico, palmitoleico e oleico, derivati

dalla via della DNL (Wilke MS et al., 2009).
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3.2.2  Metodiche indirette: il profilo degli acidi grassi e gli indici indiretti

Date le difficolta degli studi con I’utilizzo degli isotopi stabili, si & cercato di studiare la DNL
anche con metodiche indirette, quali il profilo degli acidi grassi del siero e, piu in particolare,
tramite 1’utilizzo di alcuni indici. La Lipidomica é lo studio delle specie lipidiche e della loro
funzione biologica. La quantificazione degli acidi grassi dal sangue o altri tessuti viene
effettuata mediante gascromatografia-spettrometria di massa o gascromatografia con
rivelatore a fiamma ionizzata (GC-FID). Entrambe le metodiche presentano un’clevata
specificita e sensibilita.

In alcuni studi epidemiologici (Puri P et al., 2007; Puri P et al., 2009) e stato dimostrato che
la composizione degli acidi grassi di campioni di sangue o di biopsia del fegato in pazienti
con NAFLD contenevano una maggiore quantita di acidi grassi derivati da processi di DNL,
come I’acido palmitico, palmitoleico, stearico e oleico, rispetto ai pazienti sani.

Oltre al profilo degli acidi grassi, ¢ stato introdotto I’indice di lipogenesi calcolato come
rapporto tra 1’acido palmitico e 1’acido linoleico. Questo indice riflette il tasso di DNL
quando la composizione degli acidi grassi della dieta era simile alla composizione degli acidi
grassi del tessuto adiposo. Questo metodo si basa sul modello che la composizione degli
acidi grassi delle VLDL-TG e determinata dal relativo apporto di acidi grassi dalla dieta,
dagli acidi grassi liberi (FFA) derivati dalla lipolisi dei trigliceridi del tessuto adiposo e dalla
sintesi endogena degli LCFA. Quando la composizione della dieta testata e strettamente
simile alla composizione del tessuto adiposo e vi & una minima selettivita dei principali acidi
grassi, I’acido linoleico delle VLDL-TG, dunque, pud essere usato come marker per
I’apporto frazionato di acidi grassi derivati dalla dieta o dal tessuto adiposo. Quando non vi
¢ un aumento degli acidi grassi derivati dalla DNL, principalmente 1’acido palmitico, la
percentuale dell’acido linoleico della VLDL- TG eguaglia in percentuale quello della dieta

e del tessuto adiposo in un rapporto di 1:1. Al contrario, quando gli acidi grassi sintetizzati
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dalla DNL aumentano, allora il contenuto percentuale di acido linoleico si riduce rispetto a
quello della dieta e del tessuto adiposo in un rapporto <1:1. 1l metodo assume che 1) la
composizione del tessuto adiposo non si modifichera nel corso di uno studio di 1-2 mesi a
causa del lento turnover del grande pool di trigliceridi immagazzinati e 2) la frazione di acidi
grassi marcatori della DNL riflettano 1’assoluto tasso di variazione della sintesi endogena
degli acidi grassi. La DNL, dunque, ¢ associata ad un aumento dell’acido palmitico e ad una
riduzione dell’acido linoleico nei trigliceridi VLDL (Hudgins LC et al., 1996). Un altro
indice analizzato ¢ quello dell’attivita della steroil-CoA desaturasi (SCD-1), calcolato
attraverso il rapporto tra acido palmitoleico su acido palmitico o acido oleico su acido
stearico. L’aumento dell’attivita di questo enzima ¢ associato ad un incremento della
biosintesi di acidi grassi endogeni, con conseguente conversione dell’acido palmitico e
stearico, rispettivamente in acido palmitoleico e oleico (Peter A et al., 2009). Il limite di
questa metodica é rappresentato dal fatto che gli acidi grassi del siero non hanno solo una
derivazione endogena, ma possono derivare anche dagli FFA del tessuto adiposo e dagli
acidi grassi della dieta, riflettendo, cosi, solo parzialmente la DNL. (Hodson L et al 2008;
Rosqvist F et al 2019). Nonostante cio, gli indici indiretti potrebbero essere considerati come

un’alternativa all’uso degli isotopi.

3.3 Lipogenesi De Novo e accumulo di grasso ectopico

Il grasso ectopico ¢ definito come I’accumulo di grasso, sottoforma di trigliceridi o adipociti
in tessuti non adiposi come fegato, pancreas, muscolo, cuore e reni. | meccanismi sono poco
noti; probabilmente, puo derivare da un aumento del rilascio di acidi grassi liberi (FFA) dal
tessuto adiposo, da una ridotta ossidazione dei lipidi e da un incremento della DNL.

In particolare, questa via metabolica sembra essere rilevante nella genesi della steatosi

epatica non alcolica (NAFLD). La DNL e responsabile di circa il 25 % della sintesi dei
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trigliceridi intraepatici e delle VLDL in pazienti affetti da steatosi epatica non alcolica
(NAFLD), di contro risulta essere <5% in individui sani (Donnelly KL et al 2015; Fabbrini
E etal., 2008). In studi epidemiologici ¢ stato dimostrato che 1’acido palmitico, palmitoleico,
stearico ed oleico del plasma— biomarkers della DNL- si associano all’accumulo di grasso
epatico (Puri P et al., 2009; Lee JJ et al. 2015).

In alcuni studi é stata osservata anche un’elevata concentrazione dell’acido oleico, dell’acido
palmitoleico e un aumento dell’attivita della SCD-1, analizzati in campioni di plasma o in
campioni di biopsia del pancreas, in pazienti che avevano steatosi pancreatica non alcolica
(NAFPD). Questi risultati possono indicare un possibile ruolo della DNL nell’accumulo del

grasso pancreatico (Pinnik KE et al., 2008; Gaborit B et al 2015).

3.4 Interventi nutrizionali e Lipogenesi De Novo

La perdita di peso e i cambiamenti qualitativi della dieta, che consistono principalmente nel
sostituire i grassi saturi con quelli mono e polinsaturi e gli zuccheri semplici con carboidrati
complessi e fibre, o nell'aumentare il consumo di componenti alimentari con proprieta
antiossidanti, come i polifenoli, rappresentano una strategia per prevenire e/o a ridurre
I’accumulo di grasso in sede ectopica agendo, probabilmente, attraverso modifiche della
DNL (Marin-Alejandre BA et al., 2021). Una moderata perdita di peso (10%) in 6 pazienti
obesi e con NAFLD e risultata associata ad una riduzione della DNL, ad una diminuzione
del grasso epatico e ad un miglioramento della sensibilita insulinica a livello epatico e
periferico (Smith Gl et al., 2020).

In uno studio randomizzato crossover di 3 giorni € stato osservato come una dieta ad alto
contenuto di carboidrati, rispetto ad una dieta ricca in grassi, incrementava la DNL e I’attivita
della SCD-1 in individui sani (Chong MF et al., 2008). In un uno studio clinico

randomizzato € stato dimostrato che una dieta ricca in grassi e a basso contenuto di
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carboidrati incrementa la DNL in pazienti obesi iperinsulinemici, rispetto ad individui magri
e obesi normo insulinemici (Schwarz JM et al., 2003); tuttavia, una dieta ricca in carboidrati
e a basso contenuto di lipidi induce un significativo aumento della DNL in individui normo
insulinemici paragonata ad una dieta ad alto contenuto in grasso e a basso contenuto di
carboidrati. La DNL correlava con un aumento dei trigliceridi. I risultati di questo studio
indicano come 1’iperinsulinemia e una dieta ad alto contenuto in carboidrati e povera in
grassi incrementano la DNL (Schwarz JM et al., 2003). In uno studio clinico randomizzato
e stato dimostrato come il consumo di una bevanda zuccherata con fruttosio o saccarosio,
rispetto ad una bevanda zuccherata con glucosio, incrementa la DNL dopo 7 settimane
d’intervento in individui di sesso maschile. Dopo I’intervento con le 3 bevande non vi ¢ stata
alcun aumento dei trigliceridi, colesterolo e glicemia. La DNL potrebbe rappresentare la
prima modifica metabolica, associata ad una variazione dello stato di salute. Questo studio
ha dimostrato che il fruttosio, solo 0 come saccarosio, € il vero substrato della DNL (GeidI-
Flueck B et al., 2021). In un altro studio é stato osservato come la sostituzione degli zuccheri
con I’amido riduceva la DNL (Hudgins LC et al., 1998).

Anche la qualita dei grassi puo avere un ruolo importante nella regolazione di questa via
metabolica e nell’accumulo di grasso in sede ectopica. In due studi clinici randomizzati e
stato osservato come I’intervento con una dieta ricca in PUFA n-6 induce una riduzione della
DNL, valutata attraverso I’indice dell’attivita della SCD-1, rispetto ad una dieta ricca in acidi
grassi saturi (Bjermo H et al., 2012; Rosqvist F et al., 2014). Nello studio di Bjermo H e
colleghi ¢ stata osservata un’associazione diretta tra riduzione dell’indice della SCD-1 e
grasso epatico. Questo risultato indica che i PUFA n-6 possono ridurre il grasso epatico
attraverso una riduzione della DNL (Bjermo H et al., 2012). La supplementazione con i

PUFA n-3, EPA e DHA, ad una dose di 4 grammi al giorno ha ridotto sia la DNL a digiuno
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che in fase postprandiale (Green CJ et al., 2020). D’altra parte, i MUFA, pur riducendo il
grasso epatico, non modificano la DNL (Bozzetto L et al., 2016).

Gli effetti di una dieta ricca in proteine sulla DNL sono poco studiati. In uno studio clinico
randomizzato crossover in acuto e stato osservato che un pasto test ricco in proteine,
principalmente ricco in glutammato, aumenta la DNL in fase postprandiale in individui
maschi rispetto ad un pasto test normoproteico e ad un altro ricco in grassi. Il glutammato
potrebbe essere convertito in a-chetoglutarato, entrare nel ciclo dell’acido citrico ed essere
convertito in Acetil-CoA, precursore della sintesi endogena di acidi grassi e colesterolo
(Charidemou E et al., 2019). Tuttavia, sono necessari ulteriori studi d’intervento per valutare
I’effetto di una dieta iperproteica sulla DNL.

Alcuni studi hanno valutato un possibile effetto dei polifenoli e della Vitamina E sulla
riduzione della DNL. In uno studio clinico randomizzato e controllato é stato osservato che
la supplementazione di Vitamina E, selenio, polifenoli e omega 3 per 20 giorni in individui
di sesso maschile allenati riduceva la DNL indotta da fruttosio rispetto alla
supplementazione con il placebo (Damiot A et al 2019). | polifenoli riducono la DNL,
inibendo ’espressione dei geni ChREBP e SREBP (Williams EJ et al 2017). In pazienti con
NAFLD, la riduzione del grasso epatico dopo 24 settimane di supplementazione con I’a-
tocoferolo € associata ad una riduzione precoce della DNL epatica (4 settimane dall’inizio
del trattamento), valutata come contenuto dell’acido palmitoleico e rapporto acido palmitico

su acido palmitoleico dei trigliceridi intraepatici (Podszun MC et al., 2020).
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4, SCOPO E LINEE DI RICERCA

Le possibili relazioni tra abitudini alimentari, prodotti del microbiota intestinale, quali gli
SCFA, DNL, metabolismo glico-lipidico e grasso ectopico sono un aspetto di grande
interesse scientifico. Nonostante il notevole numero di lavori restano ancora molti punti da
chiarire, in particolare, per quanto riguarda gli effetti di studi di intervento controllati
nell’uomo.

Pertanto, nel mio progetto di tesi di dottorato ho cercato di affrontare e chiarire alcuni di
questi aspetti seguendo le seguenti linee di ricerca:

1) valutazione della capacita fermentativa di individui a rischio cardio-metabolico
(pazienti sovrappeso/obesi senza e con diabete di tipo 2);

2) valutazione degli effetti di alimenti ricchi in fibre/amilosio o di diete a base di
prodotti di origine vegetale sulla produzione di SCFA e il loro ruolo nellaregolazione
del metabolismo glucidico;

3) definizione del possibile ruolo della DNL nella riduzione del grasso epatico e
pancreatico dopo un intervento nutrizionale con una dieta multifattoriale, ricca in
fibre, polifenoli e PUFA n-3, PUFA n-6 e MUFA 0 con una dieta simile solo in

MUFA.
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5. LINEE DI RICERCA
5.1 Linea di ricerca 1

Gli acidi grassi a corta catena del siero in pazienti con diabete di tipo 2 e in

individui sovrappeso/obeso (Pubblicazione n.2, Acta diabetologica, 2022)

Introduzione

Numerose evidenze da studi in vivo e in vitro supportano una relazione diretta tra
I’alterazione del microbiota intestinale e lo sviluppo dell’obesita, insulino resistenza e
diabete di tipo 2. Gli studi osservazionali hanno infatti confermato la presenza di disbiosi
intestinale in pazienti con obesita, prediabete e diabete di tipo 2, rispetto agli individui sani.
Non é completamente chiaro se la disbiosi intestinale frequentemente osservata nei pazienti
con diabete di tipo 2 sia la causa o conseguenza di questa malattia cronica degenerativa e se
¢ associata al diabete di per sé o ad altre condizioni patologiche associate al diabete, come
il sovrappeso/obesita (Portincasa P et al., 2021).

L’attivita del microbiota intestinale € mediata, almeno in parte, dalla produzione degli
SCFA- principalmente acetato, propionato e butirrato- da parte dei batteri intestinali, a carico
delle fibre alimentari. Questi SCFA sono considerati importanti modulatori di differenti
pathways metabolici. Recenti evidenze hanno evidenziato che il butirrato e il propionato, in
particolare, possono influenzare il metabolismo glicemico attraverso diversi meccanismi, tra
cui il miglioramento della sensibilita insulinica, aumento dell’ uptake di glucosio nel
muscolo scheletrico e tessuto adiposo, e miglioramento della funzionalita B-cellulare e
secrezione insulinica (Portincasa P et al., 2021).

Scopo

Lo scopo di questo studio é stato quello di valutare le concentrazioni sieriche degli SCFA in

pazienti con diabete di tipo 2 e individui sovrappeso/obeso.
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Materiali e metodi

Partecipanti. Sono stati utilizzati i dati al basale di due studi d’intervento, che coinvolgevano
43 pazienti con diabete di tipo 2 e 28 individui sovrappeso/obesi (Della Pepa G 2020, Vitale
M 2021). Nessuno dei partecipanti assumeva probiotici, alimenti funzionali e nutraceutici. |
partecipanti presentavano abitudini alimentari simili, avevano uno stile di vita per lo piu
sedentario o svolgevano un basso livello di attivita fisica e assumevano basse quantita di
alcol (<30 g/giorno per gli uomini e <20 g/giorno per le donne). | pazienti con diabete di tipo
2 avevano un buon compenso glicemico (livelli di emoglobina glicosilata (HbA1C) <7.5 %)
in trattamento stabile con la sola dieta o dieta piu uso di farmaci ipoglicemizzanti e non

presentavano complicazioni dovute al diabete.

Analisi di laboratorio. Le concentrazioni plasmatiche di glucosio, trigliceridi e colesterolo
sono stati analizzati con il metodo enzimatico colorimetrico, (Roche Diagnostics, Milano,
Italia; ABX Diagnostics, Montpellier, Francia) mediante un ABX pentra 400 (HORIBA
Medical, Montpellier, Francia). Il colesterolo LDL é stato calcolato attraverso la formula di
Friedewald, La concentrazione di insulina plasmatica € stata misurata con la metodica
ELISA (DIA-source ImmunoAssay S.A., Nivelles, Belgio), mediante un analizzatore
Triturus (Diagnostic Grifols S.A., Barcellona Spagna). Gli SCFA (acido acetico, propionico
e butirrico) sono stati estratti dal siero e valutati mediante GC-FID Dani (Analitica
Instruments S.p.A. Milano, Italia), usando delle colonne megabore compatibili con solventi
acquosi. Prima dell’analisi al GC, i campioni sono stati deproteinizzati con 1’aggiunta di
acido metafosforico. In queste condizioni, le proteine cariche positivamente agiscono come

policationi co-precipitando con 1’acido metafosforico (Remesy C et al., 1974). L’ indice
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HOMA-IR (homeostatic model assessment of insulin resistance) € stato calcolato con la

seguente formula: glicemia a digiuno (mg/dL) x insulinemia a digiuno (uU/mL) /405.

Analisi statistiche. | dati sono espressi come media + deviazione standard (Media £ SD) se
non diversamente specificato. Il test di Kolmogorov—Smirnov e stato eseguito per valutare
se le variabili seguivano una distribuzione normale. Le variabili non distribuite normalmente
sono state analizzate dopo trasformazioni logaritmiche. Le differenze tra i pazienti con
diabete di tipo 2 e gli individui sovrappeso/obesi sono state analizzate con il t-test per
campioni indipendenti per le variabili continue e con il test del Chi-Quadrato per le variabili
categoriche. L acido acetico, 1’acido propionico, I’acido butirrico e gli SCFA totali sono stati
valutati come variabili dipendenti di un’analisi univariata in un modello non corretto e in
modelli corretti per le altre variabili. Le associazioni bivariate tra gli SCFA e i parametri
metabolici sono state valutate con la correlazione di Spearman. L’analisi statistica ¢ stata

eseguita secondo metodi standard utilizzando il software SPSS V.27.

Risultati

Come mostrato in tabella 1, I’eta, I’indice di massa corporea (BMI), la circonferenza vita, i
livelli plasmatici di glucosio ed insulina, I’indice HOMA-IR, la pressione arteriosa sistolica
(SBP) e diastolica (DBP) sono piu alti nei pazienti con diabete di tipo 2, rispetto ai pazienti
sovrappeso/obeso; invece, i livelli plasmatici di colesterolo totale, colesterolo LDL e
colesterolo HDL sono piu bassi nei pazienti diabetici. | due gruppi erano simili per sesso e
per livelli plasmatici di trigliceridi; inoltre, i pazienti con diabete assumevano farmaci per

la dislipidemia e I’ipertensione.
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Tabella 1. Caratteristiche dei partecipanti

T2D Sovrappeso/Obesi p-value
(n=43) (n=28)

Sesso (Maschile) 25 (56%) 14 (50%) 0.626
Eta 63.3(6.2) 43.3 (12.7) 0.0001
BMI (Kg/m?) 31.1(3.6) 29.1(2.9) 0.016
Circonferenza vita(cm) 105.1 (10.4) 97.5(8.4) 0.002
Glicemia plasmatica (mg/dL) 126.2 (15.6) 98.7 (9.0) 0.0001
Insulina plasmatica (LU/mL) 18.4 (9.2) 129 (4.4) 0.0001
HOMA-IR 5.7 (2.8) 3.2(1.2) 0.0001
Colesterolo totale (mg/dL) 145.8 (28.6) 192.6 (39) 0.0001
Colesterolo LDL (mg/dL) 83.2 (22.2) 124.8 (35.5) 0.0001
Colesterolo HDL (mg/dL) 40.5 (9.5) 48 (10.5) 0.004
Trigliceridi plasmatici (mg/dL) 110.4 (40.7) 99.1 (39.6) 0.252
SBP (mmHg) 132 (22.3) 114.7 (13.9) 0.0001
DBP (mmHg) 78.5 (8.0) 72.6 (10.6) 0.009
Farmaci ipolipidemizzanti 24(56%) 0 (0%) 0.0001
Farmaci Antipertensivi 36 (84%) 0 (0%) 0.0001

Media (SD). BMI: Indice di Massa Corporea; DBP: pressione arteriosa diastolica; HOMA-IR:
homeostatic model assessment of insulin resistance; LDL: lipoproteine a bassa intensita; HDL:
lipoproteine ad alta densita; SBP pressione arteriosa sistolica; T2D: diabete di tipo 2

I livelli sierici di acido acetico, propionico, butirrico e gli SCFA totali erano piu bassi nei
pazienti con il diabete di tipo 2, rispetto ai pazienti sovrappeso/obesi nel modello non
corretto (Tabella 2). Lo stesso risultato é stato osservato quando il modello di analisi viene
aggiustato per BMI, circonferenza vita, HOMA-IR, colesterolo HDL, SBP e DBP, farmaci
ipolipidemizzanti e ipertensivi. Quando la stessa analisi veniva effettuata correggendo solo
per la variabile eta, ’acido propionico Si confermava essere I’'unico SCFA differente tra i
due gruppi (p=0.005); correggendo per i livelli di colesterolo LDL, le concentrazioni di acido
acetico tra i gruppi non risultavano differenti (p= 0.329); correggendo per tutte le variabili
incluse nei modelli precedenti, soltanto 1’acido propionico risultava significativamente piu

basso nei pazienti con il diabete di tipo 2, rispetto agli individui sovrappeso/obeso.
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Tabella 2. Acido acetico, propionico, butirrico e SCFA totali a digiuno nei due gruppi

T2D Sovrappeso/obeso p-value p-value p-value p-value
(n=43) (n=28) non corretto per corretto per
corretto per eta LDL tutte le variabili

Acido acetico 219.4 (165.2, 240.9) 258.6 (182.2, 323.5) 0.025 0.100 0.329 0.067
(umol/L)

Acido Propionico 16.5(14.1, 19.3) 24.7 (18.6, 37.6) 0.0001 0.005 0.005 0.024
(umol/L)

Acido Butirrico 23.8 (18.8, 27.9) 32.3(21.7,38.7) 0.009 0.836 0.013 0.708
(umol/L)

SCFA Totali 248.1 (197.2,282.7) 331.8 (242.5, 363.4) 0.003 0.039 0.104 0.034
(pmol/L)

Mediana (25%, 75). LDL.: lipoproteine a bassa densita; SCFA: acidi grassi a corta catena

I risultati dell’analisi di correlazione tra gli SCFA e parametri metabolici hanno mostrato
una relazione significativa ed indiretta tra i livelli di acido propionico e glicemia a digiuno
(r: -0.311; p: 0.008), insulina plasmatica (r: -0.242; p: 0.042) e HOMA-IR (r: -0.309;
p: 0.008), mentre I’acido acetico correlava in maniera diretta con i livelli di colesterolo-

LDL (r: 0.290; p: 0.014).

Discussione

Il risultato principale di questo studio indica che i livelli circolanti dei singoli SCFA sono
significativamente piu bassi nei pazienti con diabete di tipo 2 rispetto ad un gruppo di
individui sovrappeso/obesi. | ridotti livelli sierici di acido propionico risultano essere
associati al diabete di per sé, indipendentemente da tutti gli altri fattori, tra cui sovrappeso,
distribuzione del grasso corporeo e HOMA-IR. Questo risultato é rafforzato dalle
correlazioni inverse tra acido propionico e i livelli di glicemia, insulina e insulino-resistenza.
Pochi studi hanno valutato le concentrazioni degli SCFA nei pazienti diabetici, la maggior
parte dei quali ha considerato gli SCFA fecali. | risultati di questi studi mostrano bassi livelli

di SCFA in pazienti diabetici probabilmente dovuti ad una disbiosi caratterizzata da una
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maggiore presenza di batteri non fermentanti. Solo uno studio ha valutato i livelli di SCFA
circolanti, mostrando un aumento delle concentrazioni di acido propionico in pazienti con
diabete di tipo 2 (Zhao L., et al 2020). Le differenze tra i risultati dello studio di Zhao et al.
con quelli del nostro studio, potrebbero essere dovute al fatto che i nostri pazienti diabetici
sono ben controllati e non presentano complicanze microangiopatiche, mentre i pazienti
dello studio di Zhao et al. presentavano serie complicanze microangiopatiche associate ad
una maggiore permeabilita intestinale (Zhao L., et al 2020). Un’altra possibile differenza
potrebbe essere dovuta all’uso diverso di farmaci ipoglicemizzanti. Alcuni studi, infatti,
hanno dimostrato che la metformina, aumenta i batteri produttori di SCFA (Wang D et al.,
2022). La riduzione dell” acetato e butirrato sembra essere associata ad altri fattori, oltre al
diabete di per se. L’eta sembra essere un fattore responsabile dei bassi livelli di acido
butirrico, ed infatti € noto che la capacita fermentativa si riduce con I’avanzamento dell’eta
dell’individuo (Ragonnaud E et al. 2021). Nel nostro studio, i livelli di acido acetico sono
principalmente associati al colesterolo LDL; infatti, c¢’¢ evidenza a supporto del fatto che
I’acido acetico, possa essere usato come substrato nella sintesi dei lipidi, incluso il
colesterolo. Nel nostro studio, i livelli di SCFA sono piu alti rispetto a quelli pubblicati da
altri studi (McMurdie PJ et al., 2022; Palacios T 2020). Questa discrepanza e dovuta a
differenti metodi di estrazione degli SCFA e all’uso di differenti standard interni per
quantificare gli SCFA. Il nostro studio presenta alcune limitazioni, tra cui il basso simple
size e I’elevata eterogeneita tra i due gruppi. In conclusione, i risultati preliminari di questo
studio suggeriscono che ulteriori studi ad hoc devono essere implementati per delucidare
meglio il ruolo degli SCFA, del microbiota intestinale, e della loro relazione,

nell’eziopatogenesi delle malattie metaboliche.
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5.2 Linea di ricerca 2

A) Effetti di un pane ricco in amilosio sul metabolismo glucidico e sulla
fermentazione intestinale (Pubblicazione n.3, Journal of Nutrition,
2022)

Introduzione

Le malattie metaboliche rappresentano un’epidemia globale con piu di 400 milioni di
persone affetti da diabete e prediabete (Lin X et al., 2020). Nonostante gli sforzi degli
operatori sanitari e le iniziative di salute pubblica, questa tendenza sta incrementando a
livello mondiale, soprattutto tra i giovani (Saeedi P et al 2019; Liu L et al 2022). Le
modifiche della dieta sono note per aver impatti benefici su fattori di rischio metabolici, sul
metabolismo glucidico e sensibilita insulinica, contribuendo cosi alla prevenzione del
diabete (Cosentino F et al., 2020). Tuttavia, I’aderenza alle raccomandazioni dietetiche che
promuovono il controllo del peso corporeo e la scelta di alimenti salutari & difficile da
mantenere nel lungo termine. Nuove strategie dietetiche, inoltre, sono fortemente auspicate
per migliorare i fattori di rischio metabolici modificando le proprieta degli alimenti senza
cambiare drasticamente il modello dietetico generale.

I carboidrati giocano un ruolo importante nella regolazione del metabolismo glucidico e
insulinico e, tra questi, ’amido ¢ stato ampiamente studiato in quanto rappresenta la
tipologia di carboidrati maggiormente consumata a livello globale (Lovegrove A 2017;
Augustin LSA et al 2015; Birt DF 2013). | suoi effetti in fase postprandiale sono modulati
dalla composizione chimica e dalla struttura fisica; in particolare & noto che il rapporto delle
sue componenti, amilosio e amilopectina, influenza la risposta postprandiale glucidica e
insulinica; infatti, le quantita di amilosio e amilopectina negli alimenti amidacei modulano

il tasso di digestione e assorbimento dei carboidrati: 1’amilopectina, che ha una struttura a
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catena ramificata, offre diversi siti per I’idrolisi enzimatica mentre 1’amilosio, che ha una
struttura lineare, tende ad aggregarsi in una doppia elica diventando meno accessibile agli
enzimi digestivi nell’intestino (Della Pepa G et al 2022; Doblado-Maldonado AF et al. 2017;
Zhong Y et al, 2022; Giacco R et al., 2016). Incrementando il rapporto
amilosio/amilopectina nell’amido di frumento- utilizzando appropriate tecniche di panatura-
e dunque possibile ottenere prodotti da forno che rallentano la digestione e 1’assorbimento
del glucosio nell’ intestino tenue e sono capaci di ridurre la glicemia postprandiale (Birt DF
et al 2013). In aggiunta, parte dell’amilosio genera amido resistente che non viene digerito
nel piccolo intestino e viene fermentato a livello del colon (Dainty SA et al., 2016; Rashed
AA et al.,2022). Gli alimenti amidacei ricchi di amilosio sono stati testati in diversi trials
clinici in relazione alla loro capacita di modulare la risposta metabolica postprandiale (Cai
M et al., 2021; Vetrani C et al., 2018; Belobrajdic DP et al 2019); al contrario, sono
disponibili poche informazioni inerenti i possibili effetti benefici della fermentazione
intestinale dell’amido resistente sull’intero profilo metabolico giornaliero (Peterson CM et

al 2018; Rahat-Ronzembloom S et al 2017; Gondolia SV et al 2022).

Scopo

Lo scopo del seguente studio e stato quello di valutare se il consumo del pane di frumento
ricco in amilosio, come parte di un pasto misto:

1) migliora la risposta metabolica postprandiale a colazione;

2) riesce ad influenzare il metabolismo glucidico e la risposta dell’insulina dopo un pranzo
standard,;

3) porta ad un aumento dei livelli di SCFA sierici — prodotti dalla fermentazione dell’amido
resistente associato all’amilosio che potrebbe contribuire al miglioramento del metabolismo

glucidico.
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Materiali e metodi

Partecipanti. Ventitré pazienti sovrappesi o con obesitd moderata sono stati valutati per
I’eleggibilita allo studio. I criteri di esclusione sono stati I’eta <20 e >60 anni, trigliceridi al
digiuno >400 mg/dl, colesterolo a digiuno >270 mg/dl, eventi cardiovascolari durante i 6
mesi precedenti allo studio, diagnosi di diabete mellito o malattie gastrointestinali (colite
ulcerosa o morbo di Chron), renali (creatinina <1.7 mg/dl o proteinuria) ed epatica
(AST/ALT> due volte i limiti superiori), I’anemia (Hb <12g/dl), gravidanza o allattamento,
malattie celiaca, cancro e altre malattie croniche. Lo studio é stato approvato dal comitato
etico della Federico Il e registrato a ClinicalTrials.gov, numero NCT03899974.

Il presente studio e stato condotto secondo le linee guida della dichiarazione di Helsinki.

Tutti i partecipanti hanno dato il loro consenso informato scritto per partecipare allo studio.

Disegno dello studio. In questo studio acuto, in singolo cieco, randomizzato, controllato e
crossover, i partecipanti sono stati sottoposti in maniera casuale a tre giorni di test, a distanza
di almeno 1 settimana, con le valutazioni metaboliche eseguite a digiuno e in fase
postprandiale (6 ore). La randomizzazione e stata effettuata mediante un'allocazione casuale
computerizzata eseguita da un ricercatore non direttamente coinvolto nello studio
utilizzando il metodo di minimizzazione con il software MINIM (Evans S et al). Ai
partecipanti e stato chiesto di evitare il consumo di alimenti ricchi in fibra (verdura, legumi
e cereali integrali) il giorno prima di ogni test ed hanno avuto indicazione su come attenersi
ad una cena a basso contenuto di fibre. Inoltre, e stato chiesto di evitare il consumo di
bevande alcoliche o alimenti contenti probiotici e limitare I’attivita fisica intensa nel giorno
precedente. Nel giorno del test, i partecipanti sono stati accolti nel centro di ricerca clinica
dell’unita operativa di diabete, nutrizione e metabolismo dell’azienda ospedaliera Federico

Il di Napoli. Sono stati sottoposti a prelievo di sangue al digiuno e nelle quattro ore
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successive al consumo di uno dei 3 pasti test. Successivamente, i partecipanti hanno
consumato un pranzo standard senza alcun alimento ricco in amilosio (identico per tutti e 3
giorni di test) dopodiché la valutazione metabolica é continuata per altre due ore. Il recall 24
ore € stato somministrato a tutti i partecipanti in ogni giorno del test per valutare il loro

comportamento alimentare il giorno precedente

Composizione del pasto test. Le tre colazioni test sono state designate per avere lo stesso
contenuto energetico e la stessa composizione in macronutrienti: in particolare, avevano la
stessa quantita di carboidrati disponibili e fibre alimentari (Tabella 3). Differivano solo per
la fonte di carboidrati: pani preparati con farina di frumento ricca in amilosio (HAF) (pane
HAF 85%, preparato con farina di frumento ricca per 1’85% di amilosio e 15% con farina
convenzionale e pane HAF 70%, preparato con farina di frumento ricca per il 70% di
amilosio e 30% con farina convenzionale) o pane convenzionale, preparato con il 100% di
farina di frumento convenzionale. Il contenuto di amilosio era del 17% nel pane HAF 85%,
del 16% nel pane HAF 70% e dell’11% nel pane controllo. La quantita di amido resistente
nei pani era 4.79/100g nel pane HAF 85%, 4.19/100g nel pane HAF-70% e 1.2g/100g nel

pane controllo.

Tabella 3: Composizione nutrizionali dei pasti

] Pranzo
Colazione Standard
Pane HAF 85% Pane HAF 70% Pane Controllo

Energia (kcal) 672 668 663 695
Carboidrati disponibili* (g) 80 80 80 102
Carboidrati disponibili (%) 48 48 48 55
Amido resistente? (g) 8 7 1 -

Fibra alimentare(g) 20 19 20 10
Proteine (g) 43 40 40 26
Proteine (%) 25 24 24 15
Grasso(g) 20 21 21 23
Grasso (%) 27 28 28 30

zucchero piu amido digeribile, ?valutato nei pani secondo il AOAC 2002.02. HAF: Farina alto contenuto di amilosio
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| tre pasti test sono stati consumati in differenti porzioni (180 g di pane HAF 85%, 170
grammi di pane HAF 70% e 120 grammi di pane controllo), ogni porzione di pane conteneva
60 g di carboidrati disponibili, insieme al prosciutto magro (50 g), formaggio magro (25 g),
insalata di pomodori condita con olio extravergine di oliva (pomodoro 150 g e olio 5 ml) e
una mela (100 g). Per ottenere la stessa quantita di fibre alimentari nei 3 pasti della colazione
test, sono stati aggiunti 27 g di crusca alla farina di frumento del pasto di controllo, poiché i
due pani ricchi in amilosio avevano un maggior contenuto di fibre. La composizione
nutrizionale dei pani test é stata valutata seguendo i metodi AOAC 2009.01 e comprendeva
I’amido totale, I’amido resistente, gli zuccheri totali, le fibre totali, le proteine e i grassi totali.
Nei tre giorni sperimentali, i partecipanti hanno consumato lo stesso pranzo standard
(Tabella 3) che consisteva in riso bianco (95 g), carne macinata di manzo (65 g), piselli (60
), olio extravergine di oliva (20 ml), e arancia (150 g). Ai partecipanti é stato chiesto di bere
300 ml di acqua sia a colazione sia a pranzo. Tutti i pasti sono stati preparati nella cucina

metabolica da una dietista ricercatrice e sono stati consumati in 15-20 minuti.

Procedure sperimentali. | campioni di sangue sono stati prelevati a digiuno e a differenti
tempi in fase postprandiali in base al parametro specifico da dosare: glucosio e insulina
(30,60,90,120,180,240,270,300,330 e 360 minuti), FFA (60,120,180,240,300 e 360 minuti)
e gli SCFA (240 e 360 minuti) (Figura 2). | campioni di sangue, raccolti in provette di EDTA,
sono stati centrifugati e conservati a — 80°C fino alle determinazioni. Le concentrazioni
plasmatiche di glucosio ed FFA sono state valutate con la metodica colorimetrica enzimatica
(Roche Diagnostics, Milano, Italia and ABX Diagnostics, Montpellier, Francia) mediante
ABXPENTRA 400 HORIBA Medical, Montpellier, Francia). La concentrazione plasmatica
di insulina é stata determinata con la metodica ELISA (DIA-source ImmunoAssay S.A.,

Nivelles, Belgio) mediante analizzatore Triturus (Diagnostic Grifols S.A., Barcellona,
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Spagna). Le determinazioni plasmatiche di SCFA sono state eseguite mediante GC-MS
come descritto da De Filippis e colleghi (De Filippis F et al., 2021). L’ HOMA-IR é stato
calcolato calcolato usando la seguente formula: glicemia al digiuno (mg/dL) x insulina a
digiuno (LU/mL)/405 (Matthews DR et al., 1985). L’indice Adipo-IR & stato calcolato con

la seguente formula: FFA a digiuno (mmol/L) x insulina a digiuno (uU/mL).

Giorno Lo .
Prelievi ematici

precedente min
Cena standard ‘ | | | ‘ ‘ ‘ ‘ | ‘
0 30 60 90 120 150 180 240 270 300 330 360
* * * * * * * * Kk * * *
* * * * +* * *
* * *
Colazione *  Glucosio, insulina - -
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70%-HAF o * SCEA
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Figura 2. Disegno dello studio (FFA: acidi grassi liberi; SCFA: acidi grassi a corta catena)

Analisi statistiche. 1l primo endpoint del presente studio e stato valutare la risposta
postprandiale glucidica dopo la colazione e il pranzo con i due pane test HAF vs il pane
controllo. 1l secondo endpoint e stato valutare la differenza nella risposta insulinica
postprandiale dopo colazione e pranzo, mentre la risposta degli FFA e SCFA sono dei
risultati esplorativi dello studio.

Secondo i dati di uno studio precedente (Belobrajdic DP et al., 2017), un simple size di 22
partecipanti e necessario per valutare il 40% della differenza nella risposta glucidica (20+18
mg/dl x 120 minuti) tra ogni colazione con i pani test e quella con il pane controllo, con un
errore o di tipo 1=0.05, un errore  di tipo 11=0.1 (potere dell’80%) e con un tasso consentito
di drop-out del 15%.

I risultati sono presentati come mediatDS, salvo diversamente indicato. Le variabili non
normalmente distribuite sono analizzate dopo trasformazione logaritmica. A causa dell’alta

variabilita dei valori a digiuno, i dati degli SCFA sono stati espressi come
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incrementi/decrementi (A), calcolati sottraendo il valore a digiuno da quello di ciascun punto
temporale della curva.

La risposta postprandiale complessiva e stata valutata mediante ANOVA a due vie per
misure ripetuta, nell’intero profilo postprandiale (fino a sei ore), nel periodo dopo il primo
pasto (fino alle prime quattro ore) e nel periodo dopo il secondo pasto (2 ore dopo il pranzo
standard), per esaminare gli effetti del pasto, del tempo e dell’interazione pasto x tempo. In
questa analisi, i valori postprandiali misurati ogni 30 o 60 minuti sono stati inclusi come
livelli del fattore "tempo" all'interno dei soggetti, mentre i pani test HAF di controllo sono
stati inclusi come livelli dei fattori "pasto” all'interno dei soggetti. L'area incrementale
(IAUC) e stata calcolata anche per le risposte glicemiche e insuliniche postprandiali dopo
colazione e pranzo utilizzando la regola trapezoidale. Le differenze tra i singoli tempi in fase
postprandiale e I'iAUC della glicemia e dell’insulina successive al consumo di ogni pane a
base di farina ad alto contenuto di amilosio (pane test HAF 85% e 70%) vs il pane controllo
sono state valutate mediante analisi post-hoc (Test di Dunnett).

Le associazioni bivariate sono state valutate dall’analisi delle correlazioni di Pearson. Per
tutte le analisi, i livelli di significativita statistica erano fissati a p<0.05. Le analisi statistiche

erano eseguite usando SPSS v21.0.

Risultati

Venti volontari non diabetici (11 maschi/ 9 femmine), con eta di 48+19 anni e BMI di 30+3
kg/m? sono stati inclusi nello studio. La loro concentrazione media di glicemia a digiuno era
di 98+9 mg/dl, I’'indice HOMA-IR era di 5.6+3 e I’indice Adipo-IR era di 7.5+4.7. Non &
stata osservata alcuna differenza delle concentrazioni dei parametri metabolici a digiuno

nelle tre giornate sperimentali.

36



Risposta postprandiale glucidica e insulinica. | profili della glicemia postprandiale (0-360
minuti) erano statisticamente differenti nelle tre giornate sperimentali (p=0.030, effetto pasto
x tempo). In particolare, i profili della glicemia erano significativamente ridotti dopo le
colazioni (0-240 minuti) con i pani test-HAF rispetto al pane controllo (p=0.015, tempo X
pasto), mentre non erano differenti dopo i1 pranzi standard (240-360 minuti) consumati
successivamente alle colazioni (p=0.168, effetto tempo x pasto) (Figura 3, pannello A).

La risposta glucidica postprandiale valutata come iAUC era significativamente pit bassa con
I pani test HAF dell’85% e 70% (-27% e-39%), rispetto al pane controllo (rispettivamente,
260042200 e 2200+2000 vs. 3600£2700 mg/dl'min; p=0.026 and p=0.003), mentre non si
trovavano differenze statisticamente significative tra le risposte glucidiche dopo i pranzi
standard (rispettivamente, 2500+1200 e 2400-+1700 vs. 3000+2100 mg/dl'min, p=0.602 and
p=0.166) (Figura 3, pannello B).
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Figura 3: Risposta glucidica postprandiale. | dati sono espressi come Media+SE. "p<0.05 ANOVA post-hoc
(test di Dunnett). A) Profilo glucidico postprandiale. B) Area incrementale della glicemia postprandiale dopo
la colazione (0-240) e Area Incrementale della glicemia post pranzo standard

I profili dell’ insulina postprandiale (0-360 minuti) non erano differenti nelle tre giornate
sperimentali (p=0.577, effetto tempo x pasto). La risposta insulinica non era differente dopo
le 3 colazioni (0-240 minuti) (p=0.419 effetto tempo x pasto), ma era significativamente
ridotta dopo i pranzi standard (240-360 minuti), consumati successivamente ai pani test HAF

70 e 85% rispetto al pane controllo (p=0.038, effetto tempo x pasto) (Figura 4, Pannello
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A); in aggiunta, a 360 minuti (due ore dopo il pranzo standard) i valori plasmatici insulinici
erano statisticamente ridotti nelle giornate in cui entrambi i pani ricchi in amilosio erano
consumati a colazione rispetto al giorno in cui era consumato il pane controllo (p=0.023,
pane HAF 85%, p=0.004 pane HAF 70% vs pane controllo). La risposta insulinica valutata
come iIAUC non era statisticamente differente dopo le colazioni con i pani test (HAF-85% e
70%) rispetto al pane controllo (rispettivamente, 13500+9700 e 14000£12000
vs.13200£12000 mg/dl'min, p=0.827 and p=0.711), ma si riduceva in maniera significativa
dopo il pranzo standard consumato successivamente alla colazione con il pane HAF-85%
(-28%) rispetto all’iAUC del pranzo standard consumato successivamente alla colazione
controllo (rispettivamente, 5800+4300 vs. 8200+5600 mg/dl'min, p=0.049); la risposta
insulinica dopo il pranzo consumato successivamente al pane test HAF 70% non era
statisticamente differente rispetto al pranzo consumato successivamente alla colazione
controllo (rispettivamente, 72006900 vs. 8200+5600 mg/dl'min, p=0.299) (Figura 4,
Panello B).
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Figura 4: Risposta insulinica postprandiale. | dati sono espressi come Media+SE. *p<0.05 ANOVA post-hoc
(test di Dunnett). A) Profilo postprandiale dell’insulina. B) Area incrementale dell’insulina postprandiale dopo
la colazione (0-240) e Area Incrementale dell’insulina post pranzo standard (240-360). *p<0.05 vs pane
controllo

Il rapporto tra iAUC dell’insulina e iAUC della glicemia é raffigurato nella Figura 5 e non

mostra differenze significative.
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Figura 5: Rapporto iAUCinsulina/iAUCglicemia. | dati sono espressi come MediaxSE. post-hoc. A) Rapporto
iAUCinsulina/iAUCglicemia dopo la colazione (0-240 minuti). b) Rapporto iAUCinsulina/iAUCglicemia
dopo il pranzo standard (240-360).

FFA e SCFA. Nessuna differenza e stata osservata sul profilo degli FFA a digiuno e in fase
postprandiali (p=0.746, effetto tempo x pasto) tra le tre giornate sperimentali, cosi come per
1I’Adipo-IR. Per quanto riguarda la concentrazione degli SCFA (i dati sono disponibili per
13 partecipanti), non é stata osservata alcuna differenza per 1’acido acetico (p=0.282, effetto
tempo x pasto). E stata osservata una differenza statisticamente significativa tra i 3 profili
del propionato (p=0.026, effetto tempo x pasto); in particolare, le concentrazioni plasmatiche
di propionato aumentavano del 9% e 12% rispetto al digiuno due ore dopo il pranzo
consumato successivamente ai pani test ricchi in amilosio (HAF 85% e HAF 70%) mentre
si riducevano dell’11% due ore dopo il pranzo consumato dopo la colazione controllo; queste
differenze tra i pani test HAF 85% e 70% e il pane controllo erano statisticamente
significative (p=0.030 e p=0.025).

Per quanto riguarda le concentrazioni di butirrato, sebbene I’intero profilo non differisse in
maniera significativa tra le 3 giornate sperimentali (p=0.252, effetto tempo x pasto), era
significativamente piu alto a 240 minuti dopo il pane test HAF-70% rispetto al pane controllo

(p=0.042) (Figura 6).
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Figura 6: | dati sono espressi come MediatSE. *p<0.05 ANOVA post-hoc (test di Dunnett). Risposta
postprandiale dell’acido acetico, propionico e butirrico. p<0.05 vs pane controllo

L’incremento dell’acido propionico a tempo 360 e dell’insulina a tempo 360 correlavano in
maniera inversa dopo la colazione con il pane HAF 70% (r=-0.566; p= 0.044) (Figura 7),
mentre la correlazione tra questi parametri osservata dopo il pranzo consumato dopo la
colazione con pane HAF 85% era al limite della significativita statistica (r=-0.490; p=
0.065). Non sono state riscontrate altre correlazioni significative tra i valori degli SCFA e i

parametri metabolici.
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Figura 7: Correlazione tra I’incremento del propionato al tempo 360 minuti e I’incremento dell’insulina a 360
minuti dopo il trattamento con il pane test HAF 70%
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Discussione

Lo studio ha dimostrato che il consumo di una colazione con il pane con farine di frumento
ricca in amilosio con 1’85% e il 70%, come parte di un pasto misto, riduceva la risposta
glicemica postprandiale del 27% e 39% rispetto al pane comune in soggetti sovrappeso
mentre non aveva effetti sulla risposta insulinica dopo la colazione.

La capacita dei prodotti ricchi in amilosio di ridurre la risposta glicemica postprandiale
precoce € stata gia dimostrata in precedenti studi che hanno testato altri tipi di alimenti
amidacei, con 1’amilosio (Hallstrom E et al 2011; Zenel AM 2015; Bahell KM et al. 1989)
che va dal 24% al 74% dell’amido totale, ma con una quantita simile del totale di carboidrati
disponibili. In linea con i nostri risultati, Behall e colleghi (Behall et al., 2002) hanno
dimostrato una significativa riduzione del 22% della glicemia postprandiale dopo aver
mangiato pane contenente 8 g di amido resistente, senza alcun effetto sui livelli plasmatici
di insulina, che, tuttavia, diminuivano quando il contenuto di amido resistente del pane era
aumentato a 11,5 g.

Allo stesso modo, lo studio di Hallstrom e colleghi (Hallstrom E et al 2011) ha mostrato una
significativa riduzione del 18% della risposta glicemica 120 minuti dopo aver consumato il
pane di frumento ad alto contenuto di amilosio contenente 7,7 g di amido resistente, mentre
non é stato osservato alcun effetto sui livelli plasmatici di insulina. Al contrario, ci sono stati
studi in cui non é stato dimostrato alcun effetto metabolico di alimenti amidacei ad alto
contenuto di amilosio (Bodinham CL et al., 2013; Higgins JA et al., 2004).

Sono stati confermati i risultati di uno studio precedente del nostro gruppo che hanno
mostrato che il miglioramento della risposta glicemica postprandiale precoce dopo cibi ricchi
di amilosio sia dovuto a una digestione piu lenta dell'amilosio e a un ridotto assorbimento
intestinale del glucosio (Vetrani C et al., 2018). Non si puo escludere che questi effetti

possano essere modulati dal GLP-1, un ormone gastrointestinale che migliora la secrezione
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insulinica glucosio-dipendente e riduce il rilascio del glucagone, come ipotizzato in
precedenza (Nadkarni P et al., 2014).

La riduzione della risposta glicemica postprandiale osservata nel nostro studio dopo la
colazione con pane HAF é clinicamente rilevante per la sua entita (-30%) ed é in relazione
a diverse evidenze che mostrano come i livelli di glicemia postprandiale sono fattori di
rischio indipendenti per le malattie cardiovascolari (CVVD) non solo nei pazienti diabetici ma
anche nei soggetti sani con normali valori della glicemia a digiuno (Kodama S et al., 2012).
Un nuovo risultato del nostro studio é la dimostrazione che il consumo di pane con farina di
frumento ad alto contenuto di amilosio all'85% a colazione, rispetto al consumo del pane di
controllo, ha ridotto significativamente del 28% la risposta insulinica plasmatica
postprandiale al pranzo successivo (che non conteneva alimenti amidacei ricchi di amilosio);
anche la risposta insulinica al pranzo standard dopo la colazione con pane HAF al 70% era
ridotta (-12%), ma la differenza non era statisticamente significativa; inoltre, il pane ad alto
contenuto di amilosio consumato a colazione ha aumentato i livelli plasmatici di propionato
del 9% e del 12% dopo 360 minuti (85% e 70% di pane HAF, rispettivamente), rispetto alla
colazione di controllo.

A 360 minuti dopo la colazione con il pane HAF 70%, I’incremento della concentrazione
plasmatica di propionato rispetto al digiuno era significativamente ed inversamente correlati
con i valori di insulina plasmatica. Nel complesso, questi risultati portano a ipotizzare una
relazione di causa/effetto tra I'aumento del propionato plasmatico e il miglioramento della
sensibilita insulinica, proponendo cosi un nuovo meccanismo degli effetti metabolici
benefici degli alimenti ricchi di amilosio e ad alto contenuto di amido resistente. Questo
risultato e importante poiché il ruolo della fermentazione batterica dei carboidrati
nell'intestino in relazione alla regolazione metabolica non é stato completamente chiarito; in

particolare non e chiaro se la produzione di SCFA rappresenti una relazione affidabile tra

42



I'attivita dei batteri intestinali e il metabolismo del glucosio e dell'insulina (Salamone D et
al., 2021).

La nostra ipotesi € supportata anche da uno studio che mostra una ridotta produzione epatica
di glucosio in soggetti sani dopo un consumo di 4 settimane di fibre fermentescibili (Luo J
et al., 1996). Il ruolo del propionato nella modulazione del metabolismo dell'insulina ¢
supportato dai risultati dello studio di Chambers, che mostra come I'integrazione alimentare
obesita (Chambers et al., 2019); inoltre, i risultati di uno studio in vitro hanno dimostrato
come il propionato, prodotto da batteri intestinali selezionati, migliori I’insulino-resistenza,
aumentando la sintesi del glicogeno di circa il 57% e diminuendo i marcatori
proinfiammatori come IL-8 del 12%. (Chambers ES et al 2019; El Hage R., 2020). La
possibilita che le variazioni degli FFA possano contribuire al miglioramento del profilo
insulinico/sensibilita all’insulina osservati nel nostro studio dopo i pranzi standard successivi
alle colazioni con pane HAF é stata esclusa dalla mancata differenza statisticamente
significativa nei profili plasmatici degli FFA tra i pani HAF e il pane di controllo.

Un nuovo contributo del presente studio € la dimostrazione di come i cibi ricchi di amilosio
hanno effetti benefici sulla risposta metabolica postprandiale che si estendono per diverse
ore dopo il loro consumo.

Studi precedenti non sono stati in grado di chiarire questo problema a causa della breve
durata dell'osservazione, che e stata in media di 3 ore dopo il pasto test (Vetrani C et al 2018;
Hallstrom E et al 2011; Behall KM et al 2002).

Per quanto riguarda la palatabilita, i partecipanti hanno reputato gradevoli i due pani ricchi
in amilosio. Una delle principali limitazioni del presente studio é il disegno dello studio in

acuto che non consente di valutare se gli effetti metabolici qui osservati vengono mantenuti
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a lungo termine; inoltre, la valutazione degli SCFA fecali e dell'idrogeno misurato mediante
breath-test, sarebbero stati utili per valutare la fermentazione del colon in modo piu accurato.
La valutazione dei livelli circolanti degli SCFA ha, tuttavia, il vantaggio di essere
maggiormente associata direttamente ai parametri metabolici rispetto agli SCFA fecali
(Mueller M et al., 2019). Un altro limite del nostro studio é la dimensione del campione,
molto piccola per rilevare piccoli cambiamenti dei livelli plasmatici degli SCFA in risposta
al consumo di pane HAF. Pertanto, non possiamo escludere che differenze statisticamente
significative per altri SCFA, oltre al propionato, sarebbero state rilevate con una dimensione
del campione maggiore. Infine, non abbiamo informazioni sulla composizione del
microbiota intestinale dei partecipanti e, pertanto, non siamo stati in grado di valutare la sua
potenziale influenza sui risultati dello studio.

In conclusione, questo studio dimostra che i pani ricchi di amilosio esercitano effetti
metabolici benefici, in relazione al metabolismo del glucosio e dell'insulina, non solo
confinati all'immediato periodo postprandiale ma che durano molte ore influenzando cosi la
risposta metabolica al pasto successivo. Questi benefici metabolici sono in parte legati alla
fermentazione batterica dell’amido resistente, che porta alla produzione di SCFA, in
particolare, del propionato.

Se i nostri risultati saranno confermati a lungo termine, i prodotti a base di farina ricchi di
amilosio potranno essere testati per il loro potenziale ruolo nel contesto della strategia per la

prevenzione e il trattamento del diabete di tipo 2.
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B) Effetto di una dieta mediterranea in acuto e in cronico sul
metabolismo glucidico e sulla fermentazione intestinale (pubblicazione
n° 4 Clinical Nutrition, 2021)

Introduzione

Studi epidemiologici e d’intervento hanno fornito prove che la Dieta Mediterranea ha
numerosi effetti benefici sia in regioni Mediterranee sia non Mediterranee (Galbete C et al.,
2018; D’Alessandro A et al., 2018; Dinu M et al 2018).

Nello specifico, gli studi osservazionali hanno dimostrato che i soggetti sani e gli individui
ad alto rischio cardiovascolare che hanno un’alta aderenza alla Dieta Mediterranea hanno un
basso rischio di sviluppare il diabete di tipo 2 (Mozzafarian D 2007; Martin-Gonzalez MA
et al., 2008), oltre che con un ridotto rischio di mortalita per tutte le cause (Eleftheriou D et
al., 2008; Bonaccio M et al., 2018).

Questi dati sono confermati anche da alcuni studi d’intervento, come il PREDIMED (Salas-
Salvad6 J et al., 2011; Estruch R et al., 2018). | vantaggi sembrano essere mediati da alcuni
effetti benefici sui fattori di rischio cardiovascolare come, il peso corporeo, la pressione
arteriosa, il metabolismo lipidico e glucidico a digiuno; alti livelli postprandiali di
trigliceridi, glicemia e insulina nel sangue sono considerati fattori di rischio cardio-
metabolico sia in soggetti sani, sia in pazienti diabetici (O'Keefe JH et al., 2008; Tiret L et
al., 2000; Alipour A., 2008; Kodama S et al., 2012).

Alcuni trials clinici hanno valutato 1’effetto di singoli nutrienti come gli acidi grassi
monoinsaturi e le fibre alimentari, sul metabolismo glucidico e lipidico in acuto (Vogel RA
et al., 2000; Carnevale R et al., 2017) e a medio termine (Paniagua JA et al., 2007; Mekki N
etal., 1997); tuttavia, I’effetto della dieta Mediterranea, come un completo modello dietetico,
sul metabolismo postprandiale ( ad esempio la risposta postprandiale della glicemia,

dell’insulina e dei lipidi) non e stato completamente valutato. Un modello dietetico
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Mediterraneo include molti alimenti, con una frequenza di consumo che puo essere riassunta
come un’alta assunzione di olio extravergine d’oliva, legumi, frutta, verdura, noci, pesce,
una moderata assunzione di prodotti lattiero caseari e un basso consumo di carne e prodotti
a base di carne processata. Tale modello dietetico fornisce molti nutrienti e composti
antiossidanti, inclusi fibre alimentari, grassi insaturi e varie sostanze fitochimiche i cui
benefici per la salute sono ampiamente riconosciuti (D’Alessandro A et al., 2018). Solo uno
studio sugli effetti a medio termine della dieta mediterranea si e focalizzata sulla lipemia
postprandiale e adottava diete leggermente ipocaloriche, influenzando cosi il metabolismo
lipidico attraverso la perdita di peso (Defoort C et al., 2011).

Un’altra questione rilevante — anche se poco chiara — € il meccanismo attraverso il quale la
dieta, in particolare la Dieta Mediterranea, potrebbe agire sui parametri clinici. A questo
riguardo, c’e un crescente interesse su un possibile ruolo della variazione del microbioma e
della produzione degli SCFA — acetato, propionato e butirrato- come possibili modulatori
del metabolismo glucidico e lipidico (Pingitore A et al., 2017; Chambers ES et al., 2019).
L’aderenza alla Dieta Mediterraneca ¢ associata con specifiche caratteristiche nella
composizione del microbiota intestinale e ad aumentati livelli di SCFA fecali, dovuti ad un
aumento dei taxa microbici che degradano le fibre (De Filippis et al., 2016); tuttavia, gli
studi d’intervento sono gli strumenti piu appropriati per passare dall’associazione alla
casualita ed acquisire informazioni pit robuste sull’interrelazione dieta-microbioma.

Scopo

E stato eseguito uno studio clinico randomizzato per valutare I’effetto di una dieta
Mediterranea sul microbiota e i parametri clinici in soggetti sovrappeso e obesi con uno stile
di vita poco salutare. Questo studio € stato eseguito in un sottogruppo della coorte di Meslier

e colleghi (Meslier V et al.,2020) con I’ipotesi di valutare:
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1) gli effetti in acuto sul metabolismo glucidico e lipidico postprandiale di un pasto test
simile a un pranzo tipico della Dieta Mediterranea rispetto ad un pasto test simile a
un pranzo tipico della Dieta Occidentale;

2) leffetto a medio termine (8 settimane) sul metabolismo glucidico e lipidico
postprandiale di una dieta simile al modello Mediterranea rispetto ad una Dieta
Occidentale;

3) i possibili meccanismi che supportano questi effetti.

Materiali e Metodi

Partecipanti. Quarantanove pazienti sovrappeso/obesi (BMI compreso tra 25-35 kg/m?) di
entrambi i sessi e di eta compresa tra i 20-60 anni sono stati valutati per eleggibilita di questo
specifico studio. Trentatré individui sono stati reclutati secondo i criteri di inclusione ed
esclusione riportati in un precedente studio (Meslier V et al 2020). | criteri d’inclusione
erano: soggetti sani di eta compresa tra i 20-65 anni di eta, BMI> 24 Kg/m?, che abitualmente
consumano al massimo 2 porzioni al giorno di cereali integrali e/o alimenti ricchi in fibre,
non piu di 3 porzioni al giorno di frutta e verdura, non assumevano probiotici, alimenti
funzionali, integratori alimentari e avevano uno stile di vita sedentario. | criteri di esclusione
erano; problemi gastrointestinali, gravidanza o allettamento, precedente operazione di
chirurgia bariatrica, ipertrigliceridemia  (livelli di trigliceridi  >300 mg/dL),
ipercolesterolemia (livelli di colesterolo >220 mg/dL), trattamento farmacologico di alcun
tipo al reclutamento e nei due mesi precedenti allo studio, dieta abituale ricca in frutta e
verdura, alti livelli di attivita fisica, consumo di vino e bevande alcoliche equivalenti
maggiori di 3 bicchieri al giorno, partecipazione contemporanea ad altri studi d’intervento.
Tre candidati hanno declinato 1’invito a partecipare prima di iniziare lo studio d’intervento

per ragioni personali; un partecipante allocato nel gruppo Controllo ha abbandonato lo
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studio per motivi familiari. In totale, ventinove pazienti obesi e/0 sovrappeso sono stati
randomizzati ai due interventi dietetici e hanno completato lo studio.

Lo studio e stato registrato su ClinicalTrial.gov (Numero: NCT03071718) ed é stato
condotto secondo le raccomandazioni della Dichiarazione di Helsinki ed € stato approvato
dal comitato etico dell’Universita Federico II di Napoli (Numero di Protocollo: 108/16). Il

consenso informato era stato firmato e ottenuto da ogni partecipante.

Disegno dello studio. Lo studio era basato su un disegno randomizzato, controllato e a gruppi
paralleli e consisteva di un periodo di due settimane di run-in e da un periodo di 8 settimane
d’intervento nutrizionale. Al termine del run-in, i partecipanti erano assegnati in maniera
casuale al gruppo Dieta Mediterranea o al gruppo Dieta Controllo. | partecipanti nel gruppo
Dieta Mediterranea (Med -D) seguivano una dieta che era isocalorica rispetto alla loro dieta
abituale, ma aveva caratteristiche simili alla tradizionale dieta Mediterranea, mentre i
partecipanti nel gruppo controllo (Control-D) mantenevano la loro abituale dieta che
presentava caratteristiche della Dieta Occidentale.

La randomizzazione ¢ stata eseguita stratificando per genere (maschi vs femmine) e per il
BMI (25-30 Kg/m? vs 30-35 Kg/m?), usando un software di randomizzazione casuale.
L’allocazione era effettuata dal personale non coinvolto nello studio; tuttavia, i ricercatori e
i dietisti erano informati del gruppo di appartenenza dei partecipanti solo dopo il processo
di randomizzazione. Durante lo studio, ai partecipanti non era chiesto di modificare la loro
attivita fisica che era registrata all’inizio dello studio e ogni due settimane. Al basale, alla
quarta e all’ottava settimana d’intervento, I partecipanti si sottoponevano a valutazioni
cliniche, incluso il peso corporeo, la circonferenza vita, fianchi e la pressione arteriosa
valutata con uno sfigmomanometro (OMRON M3, OMRON Healthcare Europe B.V.

Scorpius 33, 2132 LR, Hoofddorp, Olanda). Al basale e ogni quattro settimane dall’inizio
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dell’intervento nutrizionale, i campioni di sangue al digiuno e di feci venivano prelevati e
analizzati. In aggiunta, i partecipanti si sottoponevano ad un prelievo di sangue per 4 ore

dopo un pasto test che era un pranzo simile alla dieta Mediterranea o Occidentale.

Diete sperimentali e pasto test. | partecipanti nel gruppo Med-D consumavano una dieta
personalizzata che manteneva ’energia giornaliera e I’assunzione dei macronutrienti della
dieta abituale di ogni individuo e garantiva un modello dietetico di tipo Mediterraneo. Al
contrario, i partecipanti al gruppo Control-D mantenevano la loro dieta abituale. La dieta del
gruppo Med-D era formulata per incrementare la loro assunzione individuale di fibre
alimentari, proteine vegetali rispetto a quelle animali e acidi grassi monoinsaturi e polinsaturi
rispetto agli acidi grassi saturi, pertanto, le diete dei partecipanti nel gruppo della Med-D
erano designate per contenere frutta e verdura (almeno 5 porzioni, ~500 g/giorno), noci
(30g/giorno), i prodotti di cereali raffinati sostituiti con prodotti contenente cereali integrali
(almeno 2 porzioni, ~200 g/al giorno tra pasta, pane e cereali a colazioni), carne e prodotti
derivati dalla carne sostituiti con legumi e pesce (almeno 3 porzioni ~ circa 300
grammi/settimana di pesce e ~300 grammi/settimana di legumi), burro ed altri condimenti
abituali con I’olio extravergine di oliva. Ai partecipanti era consigliato di consumare carne,
prodotti lattiero-caseari e uova una volta a settimana. Al contrario, i soggetti appartenenti al
gruppo Control-D mantenevano invariata la loro dieta abituale durante 1’intervento e non
usavano olio extravergine d’oliva come condimento. Per migliorare I’aderenza ad entrambe
le diete, i principali prodotti alimentari erano forniti ai partecipanti in quantita sufficienti per
coprire il loro consumo domestico per tutto il periodo dello studio; inoltre, 1’adesione ¢ stata
rafforzata tramite consulenza telefonica settimanale da parte dei dietisti. Al basale e al
termine dell’intervento nutrizionale, i partecipanti trascorrevano una giornata nel Centro di

Ricerca Clinica dove veniva valutato il loro profilo metabolico a digiuno e in fase
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postprandiale dopo un pasto simile in composizione del loro intervento dietetico. In
particolare, gli individui randomizzati al gruppo Med-D ricevevano un pasto simile al pranzo
della Dieta Mediterranea, mentre quelli che erano randomizzati al gruppo Control- D
consumavano un pasto test di controllo. Il pasto test del gruppo Med-D era composto da
fagioli secchi (80 grammi), merluzzo (50 grammi), rucola (100 grammi), pane integrale (120
grammi), olio extravergine d’oliva (29 grammi) e un’arancia (150 grammi); il pasto test del
gruppo controllo era costituito da riso (80 grammi), parmigiano (30 grammi), bresaola (60
grammi), pane bianco (30 grammi), olio d’oliva (21 grammi) e una banana (160 grammi). |
due pasti test venivano preparati in una cucina metabolica da una dietista con una quantita
standardizzata di ogni alimento in modo da rendere simile i due pasti in termine di energia e
composizione di macronutrienti, ma differenti in fonti di proteine animali e vegetali, in acidi

grassi saturi, in contenuto di fibre alimentari e in indice e carico glicemico (Tabella 4).

Tabella 4: Composizione dei nutrienti dei pasti test

Dieta Mediterranea Dieta di Controllo

Energia (Kcal) 867 848
Proteine (%TE) 18.4 18.4
Proteine animali (g) 8.5 29.2
Proteine vegetali (g) 314 9.7
Lipidi (% TE) 33.8 33.9
SFA (%TE) 5.2 10.3
MUFA (%TE) 224 20.3
PUFA (%TE) 3.7% 2.8%
Carboidrati (% TE) 47.7 47.8
Zuccheri (%TE) 9.1 9.4
Fibre (g) 25.2 5.0

MUFA: Acidi grassi monoinsaturi; PUFA: Acidi Grassi polinsaturi; SFA: Acidi Grassi Saturi.
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Valutazione dell aderenza alle diete. L’adesione alla dieta e stata valutata usando un diario
alimentare di 7 giorni, durante il periodo di run-in, all’inizio dell’intervento, a 4 e 8 settimane
di intervento. Il diario alimentare é stato analizzato mediante un software (Metadieta
software) usando il database degli alimenti dell’Istituto Nazionale Italiano per gli

Alimenti e la Nutrizione (https://www.alimentinutrizione.it/sezioni/tabellenutrizionali;

http://www.bda-ieo.it/).

Analisi di laboratorio. | campioni di sangue sono stati prelevati sia al digiuno e durante le 4
ore successive al pasto test sia al basale che dopo 8 settimane. | campioni di sangue sono
stati raccolti dalla vena anticubitale e poi conservati a -80°C fino al momento dell’analisi.
Sui campioni di sangue sono state effettuate le analisi del profilo glucidico, lipidico e
insulinemico e degli SCFA. Le concentrazioni di insulina plasmatica erano valutate con la
metodica ELISA per la determinazione specifica di insulina biologicamente attiva (DAKO
Insulin, DAKO, Diagnostics, Ely, Regno Unito) mediante analizzatore Triturus (Diagnostic
Grifols S.A., Barcellona, Spagna). Le concentrazioni plasmatiche del glucosio, del
colesterolo e dei trigliceridi sono state determinate con la metodica colorimetrica enzimatica
(ABX Diagnostics, Montpellier, France; Roche Molecular Biochemicals, Mannheim,
Germany; Wako Chemicals GmbH, Neuss, Germania) mediante un autoanalizzatore Cobas
Mira (ABX Diagnostics, Montpellier, Francia). 1l colesterolo HDL e stato isolato dal plasma
mediante precipitazione con il fosfotungsteno di sodio e la soluzione di cloruro di magnesio
ed e stato dosato mediante la stessa metodica colorimetrica enzimatica usata per il
colesterolo totale. La concentrazione del colesterolo LDL é stata calcolata mediante la
formula di Friedewald (Friedewald WT et al., 1972). La sensibilita insulinica in fase

postprandiale é stata valutata mediante indice OGIS.
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Gli SCFA (acido acetico, propionico, butirrico) sono estratti dal siero e determinati da
GC/FID DANI (Analitica Instruments S.p.A. Milano, Italia), usando una colonna megabore
compatibile con i solventi acquosi in accordo con lo studio di Remesey e Demigne (Remesy
Cetal.,, 1974). I campioni prima dell’analisi del GC, sono stati deproteinizzati dall’aggiunta
di acido metafosforico. In queste condizioni, le proteine cariche positivamente agivano come

policationi co-precipitando con acido metafosforico.

Analisi statistica. L’endpoint primario era la risposta insulinica postprandiale. Secondo i dati
di uno studio precedente (Giacco R et al., 2014), & necessario un simple size di trenta soggetti
per rilevare il 30% di differenza nella risposta insulinemica tra i due gruppi, con un livello
di significativita <0.05 (a due code), un potere dello studio dell’80% (errore di tipo I1=0.2)
e un tasso di drop-out del 10%.

| dati sono espressi come Media+DS salvo diversamente indicato per le variabili continue e
numero o percentuale per le variabili categoriche.

L’intake energetico ¢ la composizione dei macronutrienti alla fine del run-in e durante
I’intervento nutrizionale sono stati calcolati mediante il diario alimentare; 1’assunzione
durante I’intervento era espresso come media dei due diari alimentari completati alla quarta
e all’ottava settimana. L’area incrementale postprandiale (iIAUC) é stata calcolata con il
metodo trapezoidale. L’indice della sensibilita insulinica postprandiale (OGIS) é stata
calcolata mediante curva di carico di glucosio al pasto (MGTT) fino a 3 ore in accordo con
Mari et al (Pacini G et al., 2003). Le differenze tra i due gruppi al basale e dopo otto settimane
sono state valutate mediante t-test per campioni indipendenti. Le differenze trovate alla fine
dell’intervento sono state corrette per il valore al basale (Modello Lineare Generalizzato).
All’interno dei due gruppi sperimentali, le differenze tra inizio e fine del test sono state

valutate mediante T-test per campioni accoppiati. Un” ANOVA per misure ripetute e stata
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eseguita per valutare gli effetti del tempo, del pasto e dell’interazione pasto x tempo sulla
risposta insulinemica e glicemica postprandiale. In questa analisi, i valori postprandiali
misurati ogni 30 minuti per un intervallo di 240 minuti sono stati inclusi come livelli del
fattore “tempo” all’interno dei soggetti, e il pasto Mediterraneo e pasto di Controllo sono
inclusi come livelli del fattore “pasto” all’interno dei soggetti. Le relazioni tra la
composizione dei nutrienti alla fine dell’intervento e i parametri metabolici sono state
valutate mediante la correlazione di Spearman. Un’analisi di regressione multivariata € stata
effettuata per valutare I’effetto di ogni singolo nutriente e i parametri metabolici. Le relazioni
tra i livelli di SCFA plasmatici e i parametri metabolici, sia nell’intera popolazione dello
studio sia nei due gruppi separatamente (Gruppo della Dieta Mediterranea e Gruppo Dieta
Occidentale), e tra le specie microbiche e i parametri metabolici sono stati valutati mediante
la correlazione di Spearman. | test non parametrici Kruskal-Wallis e Wilcoxon sono stati
usati per esaminare le differenze nelle OTUs (Unita Operative Tassonomiche) abbondanti
tra il gruppo Med-D e Control-D. Il livello di significativita statistica é stato fissato ad un
p<0.05. Le analisi statistiche sono state effettuate con il software SPSS (Versione 21.0) e R

(https://www.r-project.orq).

Risultati

Ventinove soggetti (16 7M/9F nel gruppo Dieta Mediterraneo e 13 7M/6F nel gruppo
controllo) hanno completato lo studio. Le caratteristiche generali dei partecipanti, le misure
antropometriche e la pressione arteriosa sono descritte nella tabella 5. Il gruppo Med-D e il
gruppo Control-D non differivano significativamente per eta, sesso, peso CcOrporeo,
circonferenza fianchi e vita e livelli di pressione arteriosa al basale. In accordo con il

protocollo, il peso corporeo, il BMI, le circonferenze vita e fianchi non erano differenti al
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termine dell’intervento in entrambi i gruppi e lo stesso ¢ stato osservato per la pressione

arteriosa (Tabella 5).

Tabella 5. Sesso, eta, dati antropometrici e pressione arteriosa dei partecipanti allo studio.

Gruppo Gruppo p-value Gruppo Gruppo p-value
Med-D Control-D (Gruppo Med-D  Med-D Control-D  (Gruppo Med-D
vs Control-D) vs Control-D)
Basale Dopo 8 settimane d’intervento
n=16 n=13 n=16 n=13
Sesso (% di maschi) 7 (43.8%) 7 (53.8%) 0.320 - -
Eta (anni) 41.6+12.3  45.9+13.0 0.363 - -
Peso corporeo (kg) 82.2+11.7 81.8+11.8 0.914 82.3+12.0 81.3+12.0 0.824
BMI (kg/m?) 28.9+2.3 29.3+3.5 0.703 28.9+2.4 29.2+3.6 0.831
Circonferenza Vita (cm) 97.1+8.9 97.9+7.7 0.800 97.2+8.9 97.817.4 0.852
Circonferenza fianchi (cm) 110.1+6.4  109.1+8.0 0.698 110.1+6.7 109.3+8.1  0.769
Pressione sistolica (mmHg) 110.0+£13.2 117.2+14.4 0.177 107.618.2 112.6+10.4 0.114
Pressione diastolica (mmHg) 69.5+10.3  73.218.3 0.311 69.3+7.4 68.818.2 0.421

MediaxDS. BMI:Indice di Massa Corporea

Valutazione dell 'adesione alla dieta. Analogamente ai risultati ottenuti da Meslier e colleghi,
I due sottogruppi appartenenti al Gruppo Med-D e Control-D, presentavano una dieta simile
al basale e mostravano un’alta aderenza alla dieta a cui erano assegnati. | partecipanti al
gruppo Med-D, rispetto al gruppo Control-D, avevano aumentato I’assunzione di proteine di
origine vegetali, fibre alimentari, zuccheri da frutta, mentre riducevano 1’assunzione di
proteine animali e acidi grassi saturi. Queste variazioni erano indipendenti dall’intake
energetico e dalla composizione dei macronutrienti che non si modificavano al termine

dell’intervento (Tabella 6).
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Tabella 6. Energia e composizione dei nutrienti al basale e alla fine dell’intervento.

Gruppo Gruppo p-value Gruppo Gruppo p-value
Med-D Control-D  (Gruppo Med-D  Med-D Control-D  (Gruppo Med-D
vs Control-D) vs Control-D)
Basale Dopo 8 settimane d’intervento
n=16 n=13 n=16 n=13
Energia Totale (kcal/giorno)  1857+404  1879+582  0.904 1842+454 1816+574  0.893
Proteine Totali (% del TE) 16.7£2.9 16.2+3.5 0.678 15.6£2.1 15.2+£3.4 0.706
Proteine animali (% del TE) 10.1£3.4 9.2+3.6 0.470 5.8+2.3" 8.6+4.0 0.024
Proteine vegetali (% del TE) 5.7+1.2 51+1.1 0.174 9.0£1.6" 4.6+0.8 <0.0001
Rapporto proteine 0.6+0.3 0.6+0.2 0.695 1.8+0.9" 0.6+0.3 <0.0001
vegetale/animale
Totale di grasso (% del TE)  34.1+3.9 34.5+4.9 0.799 34.6%6.1 34.754 0.959
SFA (% del TE) 9.7£25 8.8+2.0 0.271 6.7£1.4" 9.2+1.9 <0.0001
MUFA (% del TE) 15.1+2.1 14.9+4.9 0.858 17.9+3.8" 13.6£2.6 0.002
PUFA (% del TE) 4.3+1.0 3.9+0.9 0.280 6.2+1.6" 3.8+0.9 <0.0001
Carboidrati (% del TE) 46.8+4.4 47.1+59 0.902 48.1+5.6 49.0+5.8 0.691
Zucchero (% del TE) 14.4£3.7 14.0+4.5 0.791 17.2£3.1 13.8+4.1 0.015
Fibre (g/1000 kcal) 11.7£2.4 10.0£2.3 0.076 19.3+3.1" 8.1+2.3" <0.0001

Media+DS. “p<0.05 vs basale, t-test per dati appaiati. MUFA: Acidi grassi monoinsaturi; PUFA: Acidi grassi polinsaturi;
SFA: Acidi grassi saturi.

Il metabolismo glucidico e lipidico in fase postprandiale. Al basale, i gruppi Med-D e
Control-D non differivano in termini di colesterolo totale, LDL, HDL e trigliceridi
plasmatici. Dopo 8 settimane, la concentrazione di LDL-colesterolo era significativamente
pit bassa nel gruppo Med-D rispetto al gruppo Control-D (114+38 vs 127+33 mg/dL,
p=0.041), i trigliceridi tendevano ad essere piu bassi nel gruppo Med-D rispetto al gruppo
Control-D (101+45 vs 117+46 mg/dL, p=0.070), mentre i livelli di colesterolo HDL non
erano differenti.

La risposta postprandiale dei trigliceridi non era differente tra i gruppi della Med-D e

Control-D al basale e non era influenzata dai due trattamenti (Tabella 7).
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Tabella 7. Colesterolo, trigliceridi, LDL e HDL plasmatici a digiuno e trigliceridi postprandiali (Area incrementale) al basale e al
termine dell’intervento.

Gruppo Gruppo p-value Gruppo Gruppo p-value
Med-D Control-D (Gruppo Med-D  Med-D Control-D  (Gruppo Med-D
vs Control-D) vs Control-D)

Basale Dopo 8 settimane d’intervento
n=16 n=13 n=16 n=13

Valori a digiuno

Colesterolo totale (mg/dl) 190443 19635 0.685 179443 19640 0.071

LDL (mg/dl) 123438 128433 0.762 114438 127433 0.041

Trigliceridi (mg/dI) 98+43 101437 0.862 101445 117446 0.070

HDL (mg/dI) 4617 48+11 0.800 44+6 46+10 0.812

Valori postprandiali (Area incrementale)

Trigliceridi (mg/dI*4h) 733245867 790545951  0.804 9699+5911 1011545427 0.854

Media£DS. HDL: Lipoproteine ad alta densita; LDL: Lipoproteina a bassa densita.

La glicemia e I’insulina plasmatica a digiuno e in fase postprandiale al basale e al termine
dell’intervento sono mostrati in figura 8, sia come profilo che, come iAUC, (Figura 8).

I valori a digiuno della glicemia e dell’insulina erano simili tra i due gruppi sia al basale sia
al termine dell’intervento. Al basale, i livelli di glicemia postprandiale erano
significativamente piu bassi dopo i pasti con la Dieta Mediterranea rispetto alla Dieta di
Controllo (F=3.245, p=0.009 interazione tempo x pasto, ANOVA misure ripetute; p<0.05 a
tempo 60, 90 e 120, t-test a campioni appaiati), ma I’iAUC non era significativamente
differente. Le concentrazioni plasmatiche dell’insulina al basale erano significativamente
pil basse dopo il pasto con la Dieta Mediterranea rispetto ad un pasto di controllo (F=3.308,
p=0.004 per interazione tempo x pasto, ANOVA per misure ripetute). | livelli d’insulina
erano ridotti a tutti i tempi (p<0.05) con una riduzione significativa anche dell’iAUC
(p<0.0001). Dopo 8 settimane d’intervento, la risposta glicemica rimaneva
significativamente piu bassa dopo il gruppo Med-D rispetto al gruppo Control-D (F=3.612,
p=0.001 per interazione tempo x pasto, ANOVA misure ripetute; p<0.05 a tutti i tempi, t-
test campioni appaiati), e anche I’'iAUC era significativamente piu bassa (p=0.033). La

risposta insulinica postprandiale alla fine rimaneva significativamente pit bassa dopo il
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pasto con la dieta Mediterranea (F=3.501, p=0.001 per I’interazione tempo x pasto, ANOVA
per misura ripetuta, t-test a campioni appaiati), cosi come I’iAUC. In aggiunta, 'iAUC della
glicemia postprandiale non era statisticamente significativa tra il primo e dopo I’intervento
con la dieta Mediterranea. Al contrario, 1’'i{AUC dell’insulina postprandiale era

significativamente piu bassa al termine dell’intervento rispetto al basale (p=0.002).
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Figura 8: | dati sono espressi come MediaxSE. Risposta a digiuno e in fase postprandiale della glicemia
(Pannello A) e dell’insulina (Panello B), valutata sia come profilo che iIAUC al basale e al termine
dell’intervento. *p<0.05 da t-test per campioni non appaiati.

Dopo 8 settimane, la glicemia e I’insulina restavano statisticamente significative anche
corrette per la risposta al basale (rispettivamente p=0.029 e <0.0001). L’indice di sensibilita
insulinica postprandiale (OGIS) non era significativamente differente al basale tra i due
gruppi. Dopo 8 settimane, 1’OGIS si riduceva con la Dieta Controllo e tale differenza
risultava statisticamente significativa rispetto alla Dieta Mediterranea (p=0.008) (Figura 9).
Tale differenza risultava statisticamente significativa anche quando I’analisi veniva corretta

per i valori al basale (p=0.006).
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Figura 9: Indice di sensibilita insulinica (OGIS) al basale e al termine dell’intervento.

Le analisi di correlazione mostravano che dopo 8 settimane d’intervento nell’intera
popolazione, 1’assunzione di fibre e il rapporto proteine vegetali/proteine animali erano
inversamente associate con la risposta glucidica e insulinica, espressa come iAUC (p<0.05).
L’assunzione di fibre correlava in maniera diretta con ’OGIS (p<0.05). Il consumo di acidi
grassi saturi non era associato con la risposta glucidica e I’OGIS, ma correlava in maniera
diretta con la risposta insulinica plasmatica, espressa come IAUC (p<0.05). Riguardo ai
lipidi plasmatici, solo I’assunzione di acidi grassi saturi correlava con il colesterolo totale e
le LDL (p<0.05).

Per valutare la relazione di ogni componente della dieta sulla risposta insulinica e glucidica,
e stata eseguita un’analisi di regressione multivariata con le fibre e il rapporto proteine
animali/vegetali come covariate (per la risposta insulinica, anche gli acidi grassi saturi sono
stati aggiunti come covariata). Solo 1’assunzione di fibre restava inversamente associata con
I’iAUC del glucosio e dell’insulina (rispettivamente B= -0.478, p=0.014; = -0.570,
p=0.002).

I livelli di SCFA a digiuno e in fase postprandiale. I livelli a digiuno e in fase postprandiale

dell’acido acetico e propionico non differivano né al basale né al termine dell’intervento. Lo
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stesso risultato e stato trovato per le concentrazioni dell’acido butirrico a digiuno. La risposta
dell’acido butirrico ai test meal non differiva al basale, mentre la concentrazione di acido
butirrico postprandiale, valutata come IAUC, aumentava significativamente alla fine
dell’intervento solo nel gruppo Med-D, rispetto al gruppo Control-D (1530 + 591vs -

295144 pmol/L, p=0.019) (Tabella 8).

Tabella 8. Livelli degli SCFA a digiuno e in fase postprandiale (Area Incrementale) al basale e in fase postprandiale

Gruppo Gruppo p-value Gruppo Gruppo p-value
Med-D Control-D (Gruppo Med-  Med-D Control-D (Gruppo Med-D
D vs Control- vs Control-D)
D)
Basale Dopo 8 settimane d’intervento
n=14 n=13 n=14 n=13
Valori a digiuno
Acido Acetico (umol/L) 261+95 299+157 0.441 258+110 2724114 0.750
Acido Propionico 2712 2711 0.927 32+12 31+12 0.824
(umol/L)
Acido Butirrico (umol/L) 30£10 24+10 0.126 29+10 30+15 0.743
Valori postprandiali (Area incrementale)
Acido Acetico -4991+6691  -7379+2883 0.774 -7650+5173  -3889+6211 0.645
(umol/L*4h)
Acido Propionico -726+419 670+£333 0.921 -728+716 -6668+5922  0.250
(umol/L*4h)
Acido Butirrico -142+554 792+423 0.229 15304591 -295+144 0.019
(umol/L*4h)
Media+DS.

L’iAUC dell’acido butirrico al termine dell’intervento era inversamente correlato con
I’iAUC dell’insulina e direttamente con I’OGIS in tutta la popolazione (rispettivamente, r: -
0.411, p=0.046 e r=0.397, p=0.050), cosi come nel gruppo Med-D (r: -0.544, p=0.039 e
r:0.449, p=0.045), ma non nel gruppo Control-D (rispettivamente, r: -0.309, p=0.385 e

:0.376, p=0.082).

59



Effetti dell intervento dietetico sulla composizione del microbiota. Sono state valutate le
variazioni nella composizione del microbiota in questo specifico gruppo di soggetti al basale
e dopo il trattamento nutrizionale confrontando i gruppi Med-D e Control-D. Un incremento
significativo dell’a-diversita nel gruppo Med-D rispetto al gruppo Control-D é stato
osservato al termine del trattamento (p<0.05). Dopo 8 settimane d’intervento, ¢ stata trovata
una riduzione significativa nell’abbondanza di Rominococcus torques, Caprococcus comes,
Streptococcus gallolyticus e Flavonifractor plautii (p<0.05) e un significativo aumento
nell’abbondanza di Intestimonas butyriciproducens e Akkermansia miciniphila (p<0.05) nel
gruppo Med-D rispetto al gruppo Control-D. L’incremento dell’acido butirrico era
positivamente correlato con I’abbondanza di Bacteroides xylanisolvens e Roseburia hominis

(rispettivamente, r:0.26, p=0.05 e r:0.34, p=0.015).

Discussione

I risultanti rilevanti e innovativi di questo studio, condotto su pazienti obesi/sovrappeso,
sono: 1) un pasto test simile ad un pranzo Mediterraneo migliora in acuto la risposta
glucidica e, in particolare, quella insulinica; 2) un intervento di 8 settimane, con una dieta
simile alla dieta Mediterranea- basata su cereali integrali, legumi, verdura, frutta, pesce,
noce, olio extravergine d’oliva e una ridotta assunzione di prodotti da cereali raffinati, carne
e grassi animali-migliora ulteriormente la risposta insulinica e glucidica e incrementa
I’indice di sensibilita insulinica post-pasto; inoltre, lo studio suggerisce il coinvolgimento
dei metaboliti del microbiota intestinale — in particolare 1’acido butirrico — nel miglioramento
del metabolismo glucidico e nell’insulino-sensibilita. Vengono confermati, infine, gli effetti
benefici della dieta mediterranea sui lipidi al digiuno, in particolare sui livelli di colesterolo
LDL, anche in persone senza alterazioni metaboliche e con livelli dei lipidi plasmatici

normali. Si dovrebbe enfatizzare che, nel nostro studio, la Dieta Mediterranea, caratterizzata
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da bassi livelli di acidi grassi saturi (<10%), da alti livelli di acidi grassi Monoinsaturi e
bassa aggiunta di zuccheri, migliora i fattori di rischio cardio-metabolici rispetto alla Dieta
di Controllo, suggerendo che gli effetti benefici della dieta Mediterranea potrebbero essere
piu evidenti se la Dieta Controllo fosse una dieta occidentale piu radicale. In base alla
composizione dei nutrienti sopra riportata, i principali effetti benefici osservati nella Dieta
Mediterranea potrebbero essere dovuti all’incremento del consumo di prodotti di origine
vegetale e al pesce; tuttavia, non possiamo escludere che parte dei benefici indotta dalla
Dieta Mediterranea sui fattori di rischio cardio-metabolici potrebbero essere anche dovuti ai
polifenoli contenuti nell’olio extravergine d’oliva e nei prodotti di origine vegetale. Questi
dati sono stati ottenuti in condizioni di vita quotidiana usando prodotti alimentari
comunemente disponibili e senza ’uso di integratori alimentari, incrementando cosi I’unicita
dei nostri risultati.

| possibili effetti della Dieta Mediterranea sono stati studiati in termine sia di fattori di rischio
cardiovascolari che eventi cardiovascolari (Dinu M et al.,2018; Eleftheriou D et al.,2018);
tuttavia, il suo possibile impatto sulla risposta glucidica e insulinemica postprandiale e
ancora poco noto sebbene le anormalita postprandiali, in particolari del metabolismo
glucidico, potrebbero contribuire al rischio cardiovascolare. A tal proposito, il nostro studio
fornisce un importante contributo, in quanto dimostra che un pasto tipico della Dieta
Mediterranea riduceva in acuto la risposta glucidica e insulinemica. In aggiunta, questo
effetto benefico era rafforzato a medio termine, portando ad una riduzione clinicamente
rilevante nella risposta glucidica e insulinica (57% e 67%, rispettivamente). Questi risultati
sembrano suggerire un miglioramento della sensibilita insulinica rispetto alla Dieta di
Controllo, molto simile per composizione ad un pattern alimentare occidentale.

I risultati del nostro studio sono in linea con le evidenze scientifiche che indicano come la

dieta mediterranea possa rappresentare un modello alimentare utile nella riduzione del
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rischio di sviluppare il diabete di tipo 2 sia in soggetti sani che in individui ad alto rischio
cardiovascolare (Salas-Salvadé S et al., 2011).

Di notevole interesse ¢ che il nostro intervento si basava sull’adozione di una dicta
Mediterranea nel suo complesso da parte dei partecipanti, pertanto, i nostri risultati sono
fortemente associati all’intero regime dietetico. Secondo [’analisi di regressione
multivariata, I’assunzione di fibre rimaneva significativamente ed inversamente associata
alla risposta glucidica e insulinica, suggerendo un ruolo chiave di questa componente
nutrizionale nel miglioramento del metabolismo glucidico. L’effetto della fibra alimentare,
principalmente di quelle viscose, puo essere dovuto a una ritardata digestione dei carboidrati
e assorbimento del glucosio nel piccolo intestino. E probabile che nel nostro studio la
composizione del pasto test della Dieta Mediterranea, piu alta in fibre alimentare rispetto al
pasto Controllo (29.0 g vs 5.7 g) e contente il 50 % delle fibre derivate dai legumi (una fonte
di fibre alimentari viscose), spiegherebbe una ridotta risposta glucidica e insulinica post-
pasto in acuto. Gli effetti benefici a medio termine della Dieta Mediterranea sul metabolismo
glucidico e I’insulino-sensibilita postprandiale sembrano coinvolgere il microbiota
intestinale e i suoi metaboliti (Tosti V et al., 2018; Martinez-Gonzalez M et al., 2015). Infatti,
sono state osservate alcune interessanti variazioni nella composizione del microbiota
intestinale, traendo un incremento della ricchezza delle specie, correlato con un
miglioramento dello stato di salute, poiché una ridotta diversita microbica, valutata come o-
diversita, € associata a diversi tipi di malattie, inclusa 1’obesita (Turnbaugh PJ et al., 2009).
In aggiunta, & stato ottenuto un aumento di batteri che degradavano le fibre come
I’ Intestimonas butyriciproducens (Bui TP et al., 2016), e, I’Akkermansia miciniphila (Cani
PDetal., 2017). Dall’altro lato, e stata osservata una riduzione nei livelli di batteri potenziali
pro-inflammatori come Rominococcus torques (Franzosa EA et al., 2019; Lloyd-Price

J.,2019), Streptococcus gallolyticus (Grimm | et al., 2018) e Flavonifractor plautii, associati
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con il cancro colon rettale (Gupta A et al., 2019); inoltre, & stata rilevata una relativa
riduzione del Coprococcus comes, abbondante nel microbiota dei pazienti obesi (Liu R et
al., 2017). La dieta mediterranea potrebbe contribuire nel ripristinare la condizione di eubiosi
intestinale. In accordo con le variazioni della composizione del microbiota intestinale,
I’intervento nutrizionale con la Dieta Mediterranea incrementava i livelli di acido butirrico
postprandiale, inversamente correlati con la risposta insulinica e direttamente con I’OGIS,
suggerendo un possibile ruolo di questo SCFA nel miglioramento del metabolismo glucidico
prodotti dalla fermentazione delle fibre alimentari nell’intestino crasso e sono parzialmente
assorbiti per raggiungere differenti tessuti.

L’intervento con la Dieta Mediterranea causava un incremento di batteri che degradano le
fibre e le concentrazioni aumentate dell’acido butirrico erano positivamente correlati ai
batteri xilanolitici Bacteroides xylanisolvens (Despres J et al.,2016) e ai batteri produttori di
butirrato Roseburia hominis (Machiels K et al.,2014), suggerendo dunque un’effettiva
interazione tra dieta, microbiota e metabolomica. Generalmente, la concentrazione nel
sangue dell’acido propionico ¢ associata con possibili effetti benefici sul metabolismo
glucidico e sensibilita insulinica. Infatti, in un nostro precedente studio & stato dimostrato
che un intervento di 12 settimane basato sui cereali integrali incrementava la concentrazione
plasmatica dell’acido propionico a digiuno e tale aumento era associato con una riduzione
dell’insulina postprandiale (Vetrani C et al., 2016). Nel presente studio, i livelli di propionato
plasmatico non variavano né al digiuno, né in fase postprandiale, mentre le concentrazioni
di acido butirrico erano incrementate dopo la Dieta Mediterranea. Abbiamo ipotizzato che i
differenti risultati tra i due studi possano essere spiegati da un’alta varieta di fibre nella Dieta
Mediterranea usata in questo studio rispetto alle fibre dei cereali integrali, che erano

principalmente insolubili. Per quanto ne sappiamo, questa & la prima volta che vengono
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considerati i livelli plasmatici postprandiale di acido butirrico. Studi in vitro e in vivo hanno
dimostrato che ’acido butirrico potrebbe giocare un ruolo chiave nella regolazione del
metabolismo glucidico con una possibile azione sia a livello della secrezione insulinica sia
dell’insulino-sensibilita. Infatti, & stato riportato che 1’acido butirrico possa agire attraverso
i recettori GPCR nell’intestino con la produzione del GLP-1, noto per incrementare la
secrezione insulinica (Tolhurst G et al., 2017). Riguardo il miglioramento della sensibilita
insulinica, il butirrato potrebbe agire riducendo la deposizione ectopica e I’infiammazione a
livello del fegato e dei tessuti periferici attraverso un incremento della f-ossidazione degli
acidi grassi (McNabney SM et al.,2017). In aggiunta, il butirrato potrebbe migliorare
I’integrita intestinale con una conseguente riduzione dell’inflammazione sistemica e dello
stress ossidativo conducendo al miglioramento della sensibilita insulinica (McNabney SM
et al.,2017).

Oltre a fornire nuove evidenze sul metabolismo glucidico, i nostri studi indicano che la Dieta
Mediterranea € riuscita a ridurre i livelli di colesterolo LDL anche in soggetti
sovrappeso/obesi normolipidemici, rinforzando i dati gia ottenuti in soggetti con alti livelli
di colesterolo LDL (Riccardi G et al.,1991). Gli effetti sui trigliceridi erano meno evidenti,
con una tendente riduzione dei livelli a digiuno e nessuna variazione della risposta
postprandiale. Questi risultati potrebbero essere dovuti ai bassi livelli dei trigliceridi dei
partecipanti e, per quanto riguarda i dati postprandiali, ai pasti test che avevano un basso
contenuto di acidi grassi totali (35 grammi) - uno dei determinanti della risposta dei
trigliceridi postprandiali.

I principali punti di forza del nostro studio sono che 1) ¢ uno studio d’intervento controllato
eseguito in condizioni di vita libera, utilizzando un modello dietetico mediterraneo, seguito
per secoli nelle popolazioni delle regioni mediterranee. Questo, ovviamente, incrementa la

sua fattibilita e la possibilita di essere implementato per larga scala per un piu lungo periodo
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di tempo; 2) si é concentrato principalmente sul metabolismo glucidico postprandiale, un
aspetto generalmente trascurato; 3) mostra una stretta relazione tra i parametri metabolici e
il microbiota.

Lo studio presenta anche alcune limitazioni: 1) un intervento dietetico di 8 settimane non
puo rappresenta un reale esperimento a lungo termine; 2) e stato eseguito su un basso numero
di partecipanti e 3) in partecipanti sovrappeso/obesi senza forti alterazioni metaboliche;
dunque, i risultati ottenuti non potrebbero essere generalizzati su altre popolazioni. In
conclusione, i risultati di questo studio su un sottogruppo di partecipanti dello studio di
Meslier e colleghi (Meslier et al., 2020) fornisce forti evidenze che una dieta simile al
modello tradizionale Mediterraneo migliora i fattori di rischio cardio-metabolici in
condizioni di digiuno, il metabolismo glucidico postprandiale e 1’insulino-sensibilita.
Pertanto, gli effetti benefici di una Dieta Mediterranea nel prevenire le malattie
cardiovascolari e il diabete di tipo 2 potrebbero essere anche mediati dal suo effetto sul
metabolismo glucidico postprandiale. Il nostro studio evidenzia anche le implicazioni
dell’acido butirrico e della fibra alimentare come precursore, nel mediare alcuni degli effetti
benefici della Dieta Mediterranea. Sono richiesti studi meccanicistici per comprendere il
potenziale ruolo della variazione della composizione del microbiota intestinale e il possibile
ruolo degli SCFA nella prevenzione delle malattie metaboliche attraverso la dieta. Gli effetti
benefici della Dieta Mediterranea dovuta all’azione di diversi prodotti di origini vegetali, in
particolare la fibra, potrebbero spiegare gli effetti pleiotropici su differenti rischi

cardiovascolari.
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5.3 Linea di ricerca 3
A) La riduzione della lipogenesi de novo media gli effetti benefici di diete
isoenergetiche sul grasso epatico. (pubblicazione n°5, Nutrients 2022)

Introduzione
La steatosi epatica non alcolica (NAS) ¢ I’accumulo del grasso nel fegato in una quantita
maggiore del 5.5% del parenchima, valutata mediante 1’1 H-MRS (Haas JT et al 2016). Il
grasso epatico é considerato il primo passo della steatosi epatica non alcolica (NAFLD), una
condizione patologica che comprende diverse -caratteristiche istopatologiche con
correlazioni cliniche di diversa gravita che vanno dalla steatosi epatica all’epatocarcinoma
La NAFLD ¢ associata alle malattie cardiovascolari e all’insorgenza del rischio di diabete di
tipo 2 (Anstee QM et al., 2013). Un’alta percentuale di pazienti con il diabete di tipo 2
presentano la NAFLD (Younossi, Z.M., 2019).
La perdita di peso e le modifiche qualitative della dieta, che consistono principalmente nella
sostituzione degli acidi grassi saturi, con gli acidi grassi monoinsaturi e polinsaturi, gli
zuccheri semplici con carboidrati complessi e fibra e I’aumento di componenti alimentari
con proprieta antiossidanti, come vitamine e polifenoli, rappresentano le principali strategie
per ridurre il grasso epatico (Della Pepa G et al., 2017). Attraverso la modifica degli acidi
grassi circolanti, gli interventi nutrizionali potrebbero ripristinare lo squilibrio tra i depositi
lipidici (derivati dalla dieta, DNL e assorbimento degli acidi grassi), smaltimento
(ossidazione e produzione delle VLDL) e partizione (attivita delle desaturasi) che conducono
all’accumulo di grasso epatico (Roumans, KHM, 2021).
Diversi studi hanno dimostrato che le diete ad alto contenuto di carboidrati incrementano la
DNL al digiuno e in fase postprandiale, mentre la sostituzione dello zucchero con I’amido

riduce la DNL (Hudgins, LC., et al 1998). Allo stesso modo, la supplementazione con i
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PUFA n-3, EPA e DHA, ad una dose di 4g/d riduce sia la DNL sia a digiuno che in fase
postprandiale (Green CJ et al., 2020). Alcuni studi hanno dimostrato che il grado di
saturazione degli acidi grassi e un fattore determinante per entrare nel pathway di
ossidazione, con i PUFA e i MUFA che vengono facilmente ossidati rispetto agli acidi grassi
saturi (Hodson L et al., 2019).

I polifenoli sono componenti alimentari con proprieta antiossidanti che sono inversamente
associate alla steatosi (Bozzetto L et al., 2016) e potrebbero riuscire a contrastare I’accumulo
di grasso epatico attivando la cascata di segnalazione epatica PPAR-a-FGF21-AMPK-PCG-
la che ¢ associato con un aumentata ossidazione degli acidi grassi, alla riduzione della DNL

e al ripristino della funzionalita mitocondriale (Bozzetto L et al., 2016).

Scopo

In un nostro precedente studio (Della Pepa G et al., 2020), e stato dimostrato che una dieta
isocalorica multifattoriale, caratterizzata da un alto contenuto in fibra, MUFA, PUFA n-6 e
n-3, polifenoli e Vitamina D. E e C, riduceva del 40 % il contenuto di grasso epatico in
pazienti con il diabete di tipo 2, rispetto ad una dieta con la stessa quantita in MUFA, che ha
gia dimostrato di essere capace di ridurre il contenuto di grasso epatico in un nostro
precedente studio (Bozzetto L et al., 2012).

In questa analisi ancillare del nostro precedente studio (Della Pepa G et al., 2020), é stato
valutato come la dieta multifattoriale e la dieta MUFA influenzano la composizione degli
acidi grassi circolanti e se gli effetti benefici della dieta osservati sul grasso epatico erano

mediati da variazioni della DNL epatica, attivita della SCD-1 e/o 3-ossidazione.
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Materiali e metodi
Partecipanti. | partecipanti allo studio sono stati reclutati rispettando diversi criteri di
inclusione e di esclusione tra i pazienti afferenti alla UOC di Diabetologia dell’Azienda

Ospedaliera Universitaria Federico 11 di Napoli che presentavano le seguenti caratteristiche:

. Diabete Mellito di tipo 2 in terapia con dieta e/o metoformina o sulfaniluree
. Uomini e donne (in post- menopausa) di eta compresa tra 35 e 70 anni

. Indice di massa corporea compresa tra 27-35 kg/m?

. Discreto compenso glicemico (HbAlc < 7,5%)

. Terapia ipolipemizzante stabile (esclusi integratori, nutraceutici, ecc).

Sono stati esclusi i pazienti in terapia insulinica o con ipoglicemizzanti non previsti dai
criteri di inclusione, individui affetti da epatopatia acuta o cronica e altre patologie
compromettenti lo stato di salute (insufficienza renale, broncopneumopatia cronico-
ostruttiva, neoplasie, ecc). Inoltre, sono stati esclusi i pazienti che presentavano
concentrazioni plasmatiche di trigliceridi > 350mg/dl e di colesterolo LDL >130 mg/dl. Non
erano reclutabili i soggetti che consumavano abitualmente bevande alcoliche, nutraceutici e
integratori alimentari. Lo studio é stato approvato dal comitato etico della Federico Il e
registrato a ClinicalTrials.gov, numero NCT03380416. Il presente studio é stato condotto
secondo le linee guida della dichiarazione di Helsinki. Tutti i partecipanti hanno dato il loro

consenso informato scritto per partecipare allo studio.

Disegno dello studio. Lo studio é stato condotto secondo un disegno sperimentale
randomizzato, controllato e a gruppi paralleli. Dopo un periodo iniziale di osservazione della
durata di 3 settimane (run-in) durante il quale i partecipanti hanno continuato a seguire la

loro dieta abituale, i pazienti sono stati assegnati, in maniera casuale, a uno dei due interventi
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dietetici della durata di 8 settimane: Dieta Multifattoriale o dieta ricca in acidi grassi
monoinsaturi (Dieta MUFA), utilizzata come controllo. Ai partecipanti é stato chiesto di non
modificare la frequenza della loro attivita fisica abituale per tutto il periodo di intervento. La
randomizzazione dei partecipanti é stata effettuata da un ricercatore non direttamente
coinvolto nello studio e stratificata in base a sesso, indice di massa corporea (27-29 kg/m? o
30-35 kg/m?) e tipologia di terapia per il diabete.

| parametri antropometrici, metabolici, gli LCFA dei trigliceridi del siero e il contenuto di
grasso epatico sono stati valutati prima e dopo 8 settimane d’intervento. | campioni di sangue
sono stati prelevati a digiuno per determinare la glicemia, ‘insulina, i trigliceridi, il

colesterolo, ’HbAI1C, il B-idrossibutirrato e la composizione dei trigliceridi del siero

(Figura 10).
Dieta MUFA
Run-in
(3-week)
7-day food record Dieta Multifattoriale
0 2 sett. 4 sett. 6 sett. 8 sett.
7-day food record 7-day food record
Parametri antropometrici Parametri antropometrici
Parametri metabolici Parametri metabolici
Profilo LCFA dei trigliceridi del Profilo LCFA dei trigliceridi del
siero (GC-FID) siero (GC-FID)
1H-MRS epatica IH-MRS epatica

Figura 10: Disegno dello studio.

Diete Sperimentali. Le due diete sperimentali erano isoenergetiche e avevano la stessa
composizione in micronutrienti.

Le uniche differenze erano rappresentate dal contenuto dal contenuto di:

. Fibre: Dieta MUFA =10 g/1000 Kcal vs Dieta Multifattoriale = 24 g/1000 Kcal;

. Polifenoli: Dieta MUFA = 376 mg/die vs Dieta Multifattoriale = 2715,5 mg/die;
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Acidi grassi polinsaturi n-3: Dieta MUFA = 1,1 g/die (0,5%) vs Dieta Multifattoriale

= 2,6 g/die (1,2%):;

L]

Acidi grassi polinsaturi n-6: Dieta MUFA = 7,4 g/die (3,4%) vs Dieta Multifattoriale

= 9,6 g/die (4,4%);

L]

Indice glicemico: Dieta MUFA = 58,5 % vs Dieta Multifattoriale: 47%;

Carico Glicemico: Dieta MUFA=125 vs Dieta Multifattoriale = 94

ORAC: Dieta MUFA=7501 vs Dieta Multifattoriale= 14187;

Vitamina D: MUFA= 1 mcg/die vs Dieta Multifattoriale = 5,3 mcg/die

Vitamina C: MUFA= 88 mg/die vs Dieta Multifattoriale= 253 mg/die (Tabella 9).

Tabella 9: Composizione bromatologica dei due trattamenti nutrizionali

. L Dieta Dieta
Energia/nutrienti MUFA Multifattoriale

Energia (Kcal) 1972 1977
Proteine (%) 18 18
Grassi totali (%) 41 41
SFA (%) 7 6
MUFA (%) 28 26
PUFA totali (%) 4 5,8
PUFA n- 3 (g/die) 1,1 (0,5%) 2,6 (1,2%)
PUFA n-6 (g/die) 7,4 (3,4%) 9,6 (4,4%)
Carboidrati (%) 41 41
Carboidrati semplici (%) 11 9,8
Fibre (g/1000 Kcal) 10 24
Polifenoli (g/die) 376 27155
Indice glicemico (%) 58,5 47
Carico Glicemico 125 94
Vitamina E (mQ) 22 23,6
Vitamina D (mcg) 1 53
Vitamina C (mg) 88 254

MUFA: Acidi grassi monoinsaturi; PUFA: Acidi grassi polinsaturi; SFA: Acidi grassi saturi.

La differente composizione qualitativa dei due trattamenti nutrizionali & stata ottenuta

mediante la selezione di specifici alimenti e bevande.

In particolare, 1’uso di differenti varieta di olio extra-vergine d’oliva, il consumo di caffe

decaffeinato e te deteinato nella Dieta Multifattoriale consentiva un differente apporto di

polifenoli rispetto alla Dieta MUFA; inoltre, ¢ stata data un’indicazione qualitativa e
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quantitativa del consumo di vegetali e di frutta con differente contenuto di vitamine e
polifenoli. Infine, il differente contenuto in carboidrati a basso indice glicemico e di fibra
alimentare é stato ottenuto utilizzando cereali integrali e legumi nella Dieta Multifattoriale

rispetto a riso, pasta di semola e patate nella Dieta MUFA (Figura 11).

Dieta MUFA Dieta Multifattoriale

FIBRE (10g/1000 kcal) FIBRE (24 g/1000 Kcal)

-Prodotti ottenuti da farine raffinate (pasta, -Prodotti ottenuti da farine integrali (pasta,
riso, pane e fette biscottate) riso, pane, fette biscottate)

-Patate -Legumi (fagioli, lenticchie, piselli, ceci)
-Frutta e verdura (zucchine, banana, almeno 4 volte a settimana

cavolfiore) -Verdura (broccoli, peperoni, funghi,

carciofi, indivia)

POLIFENOLI (376 mg/die) POLIFENOLI (2715,5 mg/die)
-Frutta e verdura (spinaci e mele) -Frutta e verdura (rucola, carciofi, cipolle,
arance)

-Caffé decaffeinato (3 tazzine/die) e té
verde (400 ml/die)

MUFA MUFA
-Olio extravergine di oliva (EVOO) a basso  -Olio extravergine di oliva (EVOO) ad alto
contenuto di polifenoli contenuto di polifenoli
PUFA w-6 (7,4 g/die) PUFA w-6 (9,6 g/die)
-Mandorle (20g/die)
PUFA w-3 (1,1 g/die) PUFA w-3 (2,6 g/die)

-Salmone (almeno 3 volte a settimana)

Figura 11: Alimenti caratteristici della Dieta MUFA e della Dieta Multifattoriale

Analisi di laboratorio. Le concentrazioni plasmatiche di glucosio, colesterolo e trigliceridi
sono state valutate con la metodica colorimetrica enzimatica (Roche Diagnostics, Milano,
Italia and ABX Diagnostics, Montpellier, Francia) mediante ABX PENTRA 400 HORIBA
Medical, Montpellier, Francia). Il colesterolo LDL é stato calcolato mediante le formule di
Friedewald. La concentrazione plasmatica di insulina era determinata con la metodica
ELISA (DIA-source ImmunoAssay S.A., Nivelles, Belgio) mediante analizzatore Triturus
(Diagnostic Grifols S.A., Barcelona, Spain). HbAlc era misurata mediante cromatografia
liquida ad alta prestazione (Agilent HPLC 1200, Santa Clara, CA, USA). Il B-idrossibutirrato

¢ analizzato con il metodo endpoint enzimatico (DiaSys Diagnostic System, Holzheim,
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Germania) mediante una metodica fotometrica automatizzata (ABX-Pentra 400; Horiba
Medical Kyoto, Japan). Le percentuali degli acidi grassi nella frazione dei trigliceridi del
siero sono state valutate mediante gascromatografia. Per prima cosa, le frazioni dei
trigliceridi sono state separate dai lipidi totali del siero mediante estrazione a fase solida
(Burdge GC et al., 1985). Successivamente, la frazione dei trigliceridi € stata idrolizzata per
ottenere gli acidi grassi liberi che sono trans-esterificati per ottenere gli esteri metilici.
L’analisi gascromatografica era eseguita con un GC Dani 1000 (DANI Instruments GC
1000, DANI Instruments, Cologno Monzese, Italia) dotato di rilevatore con ionizzazione di
fiamma e colonna capillare (Burdge GC et al., 1985).

L’ HOMA-IR e stato calcolato calcolato usando la seguente formula: glicemia al digiuno
(mg/dL) x insulina a digiuno (pU/mL)/405 (Matthews DR et al., 1985). L’indice di
lipogenesi € stato calcolato come rapporto tra acido palmitico e acido linoleico
(C16:0/C18:2n6) (Chong MF et al., 2008). Il rapporto tra palmitoleico e acido palmitico &
stato calcolato (C16:1/C16:0) come indice indiretto dell’attivita della steroil-CoA desaturasi

(SCD-1) (Peter A et al., 2009).

Analisi statistiche. | dati sono espressi come media £ DS, salvo diversamente indicato. La
differenza all’interno del gruppo (prima-dopo intervento) é stata valutata con il t-test a
campioni accoppiati. Le differenze tra le due diete sono state valutate con 1’analisi di
varianza per misure ripetute (RM-ANOVA). Il test Shapiro-Wilk e stato eseguito per
valutare se le variabili seguivano una distribuzione normale. Le correlazioni bivariate tra le
variazioni (8 settimane — basale) della DNL, parametri metabolici e grasso epatico sono state
valutate dalle correlazioni di Pearson o Spearman, se i dati non erano distribuiti
normalmente, aggiustando per analisi multiple. Un’analisi di regressione stepwise ¢ stata

effettuata per determinare i predittori metabolici della variazione del grasso epatico,
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inserendo la variazione del grasso epatico come variabile dipendente e le variazioni di
glicemia, insulina, trigliceridi, f-idrossibutirrato come variabili indipendenti. Un p-value
<0.05 e stato considerato significativo. Le analisi statistiche sono state eseguite usando i
software SPSS v.25 (SPSS/PC).

Risultati

| dati presentati in questo lavoro si riferiscono ai 37 partecipanti per i quali la valutazione
della composizione degli acidi grassi dei trigliceridi del siero era disponibile: 11 uomini e 9
donne erano assegnati alla Dieta MUFA e 9 uomini e 8 donne alla Dieta Multifattoriale.

Al basale, la distribuzione del sesso, dell’eta, dei parametri antropometrici e metabolici e il

contenuto di grasso epatico non differiva tra i due gruppi (Tabella 10).

Gli effetti delle due diete sui parametri metabolici e contenuto di grasso epatico. Dopo 8
settimane d’intervento, la riduzione del grasso epatico era significativamente piu alta nella
dieta multifattoriale rispetto alla dieta MUFA (-4.1%=+4.6% vs -1.5%+2.7%, rispettivamente,
p=0.040). Una significativa, sebbene clinicamente trascurabile, riduzione del peso corporeo
(~ 1 kg) e del’HbA1c (-0.2%) é stata osservata in entrambi gli interventi nutrizionali senza
differenze significative tra i due gruppi. Questi dati riproducono fedelmente quelli ottenuti

nell'analisi intention-to-treat originale (ITT) (Tabella 10).
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Tabella 10: Caratteristiche dei partecipanti, misure antropometriche, parametri metabolici e contenuto di grasso epatico
all’inizio e al termine dell’intervento nutrizionale.

Dieta MUFA Dieta Multifattoriale (n=17) P-value

(n=20) Diet x Time’

Basale 8 settimane Basale 8 settimane
Peso corporeo (kg) 84 (15) 83 (15)* 84 (9) 83 (9)* 0.860
BMI (kg/m?) 31 (3) 30 (3)* 32 (4) 31 (4)* 0.535
Circonferenza vita (cm) 105 (10) 104 (11) 106 (10) 105 (10) 0.986
Colesterolo totale (mmol/L) 144 (29) 140 (26) 144 (25) 145 (32) 0.478
Colesterolo HDL (mmol/L) 39 (8) 38 (8) 41 (10) 38 (8) 0.088
Colesterolo LDL (mmol/L) 84 (24) 81 (21) 82 (21) 85 (26) 0.407
Trigliceridi (mmol/L) 109 (35) 107 (44) 105 (38) 110 (40) 0.783
Glicemia (mmol/L) 130 (18) 128 (17) 123 (14) 124 (19) 0.606
HbAlc (%) 6.5(0.6) 6.3(0.7)* 6.5 (0.4) 6.3 (0.6)* 0.681
Insulina (pmol/L) 19 (10) 20 (11) 19 (9) 15 (8) 0.090
HOMA-IR 6.0(3.0) 6.4 (3.4) 5.8 (2.8) 4.6 (2.4) 0.216
Grasso epatico (%) 9.9 (9.0) 8.4 (9.0)* 9.5(7.9) 5.4 (4.9)* 0.040

Data sono espressi come media (SD). “p <0.05 vs. basale; TANOVA misure ripetute. BMI: indice di massa corporea;
HDL.: lipoproteine ad alta densita; HbAlc: emoglobina glicata; HOMA-IR: homeostatic model assessment of insulin
resistance; LDL.: lipoproteine a bassa densita;

Gli effetti della dieta sulla composizione dei trigliceridi del siero. L’aderenza alla Dieta in
entrambi i gruppi era ottima. La composizione degli acidi grassi dei trigliceridi € mostrata in
tabella 11. L’ acido miristico, palmitico e palmitoleico erano significativamente ridotti nella
Dieta Multifattoriale, con una differenza statisticamente significativa tra i due interventi per
I’acido miristico. Al contrario, ’EPA, DHA e PUFA n-3 totali aumentavano nella dieta ricca
multifattoriale rispetto alla Dieta MUFA, con una differenza tra i due gruppi. L’acido
linoleico non si modificava dopo entrambi gli interventi, mentre ’acido oleico aumentava

significativamente con entrambe.
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Tabella 11: Composizione degli acidi grassi dei trigliceridi del siero al basale e dopo I’intervento.

Dieta MUFA Dieta Multifattoriale (n=17) P-value
(n=20) Diet x Time'
Basale 8 settimane Basale 8 settimane
Acido Miristico (%) 1.9 (0.6) 2.1(0.9) 2.4(0.7)} 1.8 (0.7)* 0.003
Acido Palmitico (%) 21.0 (5.7) 19.2 (3.8) 21.4 (3.9) 17.6 (4.6)*  0.262
Acido Stearico (%) 6.9 (3.8) 6.1(2.3) 6.3(2.1) 6.1 (1.6) 0.692
Acido Palmitoleico (%) 2.7(1.2) 2.2 (0.8) 2.8 (1) 1.8 (0.6)* 0.087
Acido Oleico (%) 30.2 (6.9) 33.9 (6.2)* 30.8 (6.9) 34.7 (6.9)* 0.917
Acido Linoleico (%) 13.8 (3.6) 13.4 (3.4) 12.5(3.8) 14.1(3.2) 0.121
Acido y-Linolenico(%) 12.2 (3.5) 11.6 (4.2) 10.9 (3.9) 12.1 (3.5) 0.230
Acido arachidonico (%) 0.5(0.3) 0.6 (0.5) 0.6 (0.3) 0.7 (0.5) 0.220
PUFA n-6 (%) 1.1 (0.5) 1.3 (0.6) 1.0 (0.4) 1.2 (0.5) 0.147
Acido a-Linolenico (%) 2.9(1.0) 3.3(1.1)* 2.5(0.8) 4.4 (1.7)* 0.001
Acido Eicosapentanoico (%) 0.7 (0.3) 0.8 (0.4) 0.7 (0.4) 1.1(0.6)* 0.092
Acido Docosapentanoico (%) 0.7 (0.4) 0.8 (0.5) 0.6 (0.4) 1.3(0.8)* 0.009
Acido docosaenoico(%) 0.7 (0.4) 0.8 (0.5) 0.5(0.3) 1.0 (0.8)* 0.115
PUFA n-3 (%) 0.8 (0.5) 1.0 (0.6) 0.7 (0.6) 1.3 (0.9)* 0.046

I dati sono espressi in media (SD). {p <0.05 vs. Dieta Mufa al basale; *p <0.05 vs. basale Tmisure ripetute ANOVA.

PUFA: acidi grassi polinsaturi

Gli effetti delle diete sulla Lipogenesi De Novo, [’attivita della steroil-COA e la f-

ossidazione. Al basale, I’indice di lipogenesi, I’attivita della SCD-1 e le concentrazioni a

digiuno di B-idrossibutirrato non erano statisticamente significative tra i due gruppi. L’indice

di lipogenesi si riduceva significativamente dopo la dieta multifattoriale (2.2+0.8 vs. 1.5+

0.5, p = 0.0001), ma non cambiava dopo la dieta MUFA (1.9£1.1 vs. 1.9+ 0.9, p = 0.949),

con una differenza statisticamente significativa tra i due gruppi (p=0.004). L’attivita della

SCD-1 si riduceva dopo la dieta multifattoriale (0.13£0.05 vs. 0.10+0.03, p = 0.001), ma non
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variava dopo la Dieta MUFA (0.13+0.06 vs. 0.12+ 0.03, p = 0.121), senza alcuna differenza
tra i due gruppi (p=0.205). Le concentrazioni a digiuno del B-idrossibutirrato non si
modificavano dopo entrambe le diete (Dieta Mufa, 0.11+0.08 vs. 0.10+£0.05 mmol/L, p =

0.706; dieta multifattoriale, 0.11+0.05 vs. 0.10+0.04 mmol/L, p = 0.439) (Figura 12)

E] Basale

[ 8settimane

(b) (c)

p=0.004 p=0.205

=z

p=0.811

9=0.949 p=0.0001 0.2 p=0.121 p=0.001 | 016 p=0.706 p=0.439

0.1

Indice di lipogenesi
B-OHB (mmol/l)
B

Attivita della SCD1

MUFA Multifattoriale MUFA Multifattoriale MUFA Multifattoriale

Figura 12: | dati sono espressi come Media £SE. (a) Indice di lipogenesi, (b) Indice dell’attivita SCDI, e (c)
il plasma B-idrossibutirrato (B-OHB) al basale e al termine dell’intervento con la Dieta MUFA (n=20) o la
Dieta Multifattoriale (n=17).

Analisi di correlazione. La variazione nel contenuto di grasso epatico dopo I’intervento
dietetico (8 settimane — basale) correlavano in maniera diretta con le variazioni di acido
miristico dei trigliceridi del siero (r=0.453, p=0.040), e in maniera inversa con i PUFA n-3
(r=-0.469, p=0.024) nell’intera popolazione. Inoltre, le variazioni nel contenuto di grasso
epatico correlavano significativamente con I’indice di lipogenesi nell’intera popolazione
(r=0.436, p=0.042), mentre le correlazioni non erano significative nei due gruppi considerati

separatamente (Figura 13).
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Figura 13: Correlazione tra le variazioni (A: 8 settimane - basale) dell’indice di lipogenesi e le variazioni del

grasso epatico nella popolazione intera (n = 37) (a), nel gruppo MUFA (n = 20) (b) e nella dieta Multifattoriale
(n =17) (c). Analisi di correlazione di Spearman.

Un’analisi di regressione lineare, eseguita inserendo la variazione di grasso epatico come
variabile dipendente e la variazione della glicemia, insulina, trigliceridi, B-idrossibutirrato
e indice di lipogenesi come variabili indipendenti, prediceva le variazioni di grasso epatico
(R?=0.118), con le variazioni dell’indice di lipogenesi come unico predittore del modello
(B=0.344, p=0.043).

Discussione

In questo studio la dieta multifattoriale induceva variazioni differenti nella composizione
degli acidi grassi dei trigliceridi del siero, rispetto alla Dieta ricca in MUFA, influenzando il
metabolismo epatico attraverso la riduzione della DNL; le variazioni dell’ indice di
lipogenesi erano significativamente associate alle modifiche nel contenuto di grasso epatico.
Nessuna differenza é stata osservata tra le due diete per il compenso glucidico, 1’insulino-
resistenza e i lipidi plasmatici; questo potrebbe essere dovuto a fattori differenti, come il

buon compenso glicemico dei pazienti al basale e al profilo salutare di entrambe le diete.

La lipogenesi de novo. Nel nostro studio la dieta multifattoriale induceva una riduzione
significativa del 30% nell’indice di lipogenesi. Tale riduzione € piu bassa di quella osservata
con la drastica riduzione dei carboidrati nella dieta in cui la sostituzione isocalorica dei

carboidrati (40% vs 4% TEI) con i grassi (42% vs 72% TEI) e proteine (42% vs 72% TEI)
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in un intervento di 7 giorni induceva una riduzione del 79% nella DNL valutata mediante
metodi isotopici in pazienti con obesita e NAFLD (Mardinoglu A et al., 2018). Nel nostro
studio la quantita di carboidrati era la stessa in entrambi gli interventi nutrizionali quindi, il
nostro risultato potrebbe essere spiegato dalla differenza di altre componenti dietetiche,
quali: i grassi, i polifenoli e le fibre. Precedenti studi non hanno dimostrato variazioni nella
DNL epatica valutata con isotopi in individui sani dopo un intervento nutrizionale con una
dieta isoenergetica ad alto contenuto di acido palmitico e linoleico (Konrad SD et al 1998);
lo stesso risultato é stato dimostrato in adulti sovrappeso e obesi dopo una dieta ipercalorica
ricca in acidi grassi saturi o insaturi (Luukkonen PK et al., 2018). La supplementazione con
PUFA n-3 (4g/giorno) induceva una riduzione della DNL, misurata con tecniche isotopiche
standard, in individui maschi sani (Green CJ et al.,2020).

In un precedente studio, in un contesto di una dieta ad alto contenuto di carboidrati, 1’indice
di lipogenesi diminuiva del 40% in soggetti sani quando gli zuccheri erano sostituiti con
I’amido (Hudgins LC et al.,1998). La nostra dieta multifattoriale eraricca in fibre e polifenoli
e a basso indice glicemico. Queste componenti dietetiche potrebbero aver ridotto il substrato
disponibile per la via lipogenica, inibendo I’assorbimento dei carboidrati a livello intestinale
e/o attraverso la composizione del microbiota intestinale (Vetrani C et al., 2020). Le
variazioni dell’ indice di lipogenesi correlavano in maniera diretta e significativa con le
modifiche del grasso epatico. Nell’analisi di regressione, includendo i diversi fattori
metabolici associati in maniera significativa alla riduzione del grasso epatico (variazioni
della glicemia, insulina, trigliceridi, B-idrossibutirrato e indice di lipogenesi), & stato
osservato che la variazione dell’indice di lipogenesi era ’'unico fattore significativamente
associato alle modifiche del contenuto del grasso epatico. La riduzione dell’indice di
lipogenesi, come meccanismo centrale nella riduzione del grasso epatico, € supportata dalla

nozione che I’alterazione di questa via metabolica contribuisca all’accumulo di grasso

78



epatico. La DNL e responsabile di circa il 30% della produzione di trigliceridi nelle persone
con NAFLD e insulino-resistenza, di contro risulta essere <5% nei soggetti sani (Lambert,
J.E et al 2014). L’impatto dietetico sulla DNL ¢ clinicamente significativo in termine di
rischio al diabete e compenso glicemico, come indicato dalla forte correlazione tra acidi

grassi saturi derivati dalla DNL e resistenza insulinica epatica (Roumans KHM et al 2020).

Composizione degli Acidi Grassi dei trigliceridi del siero. Gli interventi dietetici inducevano
variazioni nel profilo degli acidi grassi dei trigliceridi del siero che erano in linea con le
variazioni dell’intake dietetico. L’ottima adesione agli interventi nutrizionali era confermata
dalla riduzione degli acid grassi saturi e dall’aumento dei PUFA osservati nel trigliceridi del
siero soprattutto dopo 1’intervento con la dieta multifattoriale, di contro I’acido oleico
aumentava in entrambe le diete. La riduzione dell’acido miristico e un incremento dei PUFA
n-3 erano correlati con una riduzione del grasso epatico. | nostri risultati sono in linea con
precedenti studi, che hanno mostrato come una riduzione dell’acido palmitico e miristico e
I’incremento dell’acido linoleico era associato a variazioni nel contenuto di grasso in
pazienti obesi sottoposti ad una dieta ricca in acidi grassi saturi o PUFA n-6 (Bjermo, H et
al., 2012). Un recente studio osservazionale ha riportato simili risultati che hanno dimostrato
come I’acido linoleico era correlato inversamente al grasso epatico dopo la correzione con
fattori confondenti (Fridén, M et al., 2021). In accordo con questi risultati, altri studi hanno
mostrato che pazienti con la NAFLD sono caratterizzati da un aumento dei MUFA e da una
riduzione dell’acido linoleico nel plasma e il loro profilo degli acidi grassi ¢ associato ad un

aumento della lipogenesi (Puri P et al., 2009; von Loeffelholz et al., 2017).

L attivita della steroil-CoA. La via metabolica regolata dalla SCD-1 ha un effetto potenziale

sull’accumulo del grasso epatico attraverso la ripartizione degli acidi grassi. L’acido
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palmitico che entra nel pathway della SCD-1 & derivato dalla DNL o dalle fonti alimentari
(Hodson L et al., 2013). Nel nostro studio I’indice indiretto dell’attivita della SCD-1 si riduce
principalmente dopo la dieta multifattoriale; dunque, € plausibile che le variazioni
dell’attivita della SCD-1 potrebbero aver contribuito agli effetti dietetici sulla steatosi
epatica, che € in linea con precedenti studi con una numerosita piu ampia del nostro che
dimostravano una correlazione diretta tra I’attivita della SCD-1 e il grasso epatico (Bjermo

Hetal., 2012; Hodson L et al., 2013).

p-ldrossibutirrato. Le concentrazioni del B-idrossibutirrato non si modificavano dopo gli
interventi dietetici. Precedenti studi hanno dimostrato che la riduzione della DNL e
simultanea all’aumento della B-ossidazione, soprattutto quando queste variazioni sono
guidate da un aumento dietetico dei PUFA (Davidson MH et al 2006). In un precedente
studio (Bozzetto L et al., 2016) una dieta ricca in MUFA riduceva il B-idrossibutirrato nelle
persone con diabete di tipo 2. Questa incongruenza nei risultati potrebbe derivare dalle
differenze nell’eta e nella distribuzione del genere dei partecipanti tra gli studi, ma anche
dalle differenti caratteristiche fisiopatologiche della steatosi epatica. Gli individui con la
NALFD potrebbero avere, pit basse (Croci | et al., 2013), simili (Kotronen, A et al., 2009)
o piu alte concentrazioni di B-idrossibutirrato (Bugianesi E et al., 2005). In particolare,
I’aumento del B-idrossibutirrato € proporzionale al carico di Acidi Grassi Liberi (FFA) al
fegato, indipendentemente dalla DNL. Quindi un’aumentata lipolisi aumenta le
concentrazioni di B-idrossibutirrato (Luukkonen et al., 2018). Il contributo relativo della
DNL e dell’ossidazione dei lipidi potrebbe variare a seconda del background genetico e

metabolico dell’individuo (Luukkonen PK et al., 2022).
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Punti di forza e limiti. Un punto di forza del seguente studio ¢ il disegno randomizzato e
controllato che assicura un’alta riproducibilita dei risultati clinici e meccanicistici. La
principale limitazione ¢ I’uso dell’indice di lipogenesi e dell’attivita di Stereoil-CoA. L’uso
di questi indici, soprattutto I’indice di lipogenesi, € stato messo in discussione nel contesto
di studi trasversali poiché I’assunzione dietetica negli studi osservazionali ¢ abitualmente
non standardizzata (Rosqvist F et al., 2019). Questo problema é stato reso meno rilevante
utilizzando le variazioni degli indici di lipogenesi e dell’attivita di SCD-1. Le analisi sono
fornite nel contesto di un’assunzione dietetica standardizzata con una simile quantita di acido
palmitico al basale e dopo I’intervento. Un’altra limitazione del nostro studio potrebbe essere
rappresentata dalla mancanza dei biomarker plasmatici dell’assunzione delle fibre, vitamine
e polifenoli; inoltre, questi ultimi mostrano una bassa disponibilita; dunque, é difficile
definire il loro reale contributo nel contesto della dieta complessiva (Di Lorenzo C et al.,

2021).

Conclusione

Il nostro studio mostra come una dieta ricca in componenti con molteplici proprieta
benefiche, che pu0 essere considerata una variante della Dieta Mediterranea, sebbene ricca
in fonti alimentari di altri modelli salutari, come polifenoli, riduce maggiormente 1’accumulo
di grasso epatico rispetto ad una dieta benefica ricca soltanto in MUFA, inibendo, almeno in
parte, la DNL. Questo effetto e probabilmente mediato dalla sinergia di tutti i componenti
alimentari sulla disponibilita di substrato della DNL e la sua regolazione ormonale e
genetica. Questi risultati offrono nuove informazioni sulla comprensione dell’insorgenza

della NAFLD e I’applicazione di nuovi potenziali approcci terapeutici non farmacologici.
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B) Una dieta multifattoriale riduce il grasso pancreatico e incrementa la
risposta insulinica postprandiale in pazienti con diabete di tipo 2
(pubblicazione n° 6, Diabetes Care, 2022)

Introduzione

I grasso ectopico ¢ definito come la deposizione dei trigliceridi all’interno di cellule non
adipose (Ferrara D et al., 2019), come fegato, reni, muscolo scheletrico e pancreas ed e
associata ad una ridotta capacita di accumulare il grasso nel tessuto adiposo (Ahmed B et
al., 2021). La deposizione del grasso ectopico in differenti tessuti e organi € uno dei
meccanismi fisiopatologici piu comuni delle malattie cardio-metaboliche (Despres JP et al.
2021). Per molto tempo ¢ stata attribuita grande attenzione alla deposizione del grasso nel
fegato e nel cuore, ma negli ultimi anni ¢ cresciuto I’interesse per I’accumulo del grasso
pancreatico (steatosi pancreatica o steatosi pancreatica non alcolica) (Wagner R et al., 2022).
L’accumulo del grasso pancreatico € comune nella popolazione generale (Wagner R et al.,
2022), e nel lungo termine, potrebbe peggiorare sia le funzioni esocrine, conducendo a
pancreatiti acute e croniche, fibrosi pancreatica e cancro al pancreas (Petrov MS et al., 2022;
Jiang Y et al., 2019), sia le funzioni endocrine, probabilmente riducendo la secrezione
insulinica, agendo cosi sul metabolismo glucidico (Jiang Y et al., 2019; Kozowa J et al.,
2021; Ishibashi C et al.,2020). A tal proposito, alcuni studi hanno dimostrato una
correlazione diretta tra grasso pancreatico e la disfunzione delle B-cellule riducendo, cosi, la
secrezione d’insulina in soggetti sani (Tushuizen ME et al., 2007; Ishibashi C et al., 2018),
con prediabete (Heni M et al., 2010) o diabete di tipo 2 (Ishibashi C et al 2020; Horii T et
al., 2020).

Di conseguenza, alcuni potenziali approcci per ridurre il grasso pancreatico potrebbero
impattare in maniera positiva sulla secrezione insulinica, un fattore chiave coinvolto nella

fisiopatologia del diabete (Inaishi J et al 2020), prevenendo 1’insorgenza del diabete di tipo

82



2 0 migliorando il compenso glicemico in individui con diabete di tipo 2. La perdita di peso
ottenuta mediante differenti strategie rappresenta il principale obiettivo terapeutico per
trattare 1’obesita e il grasso viscerale (Gaesser GA et al., 2021); tuttavia, al momento, solo
una rilevante perdita di peso ottenuta mediante una dieta fortemente ipocalorica o la
chirurgia bariatrica, € riuscita ad indurre una riduzione clinicamente rilevante del grasso
pancreatico (Jiang Y et al., 2019; Steven S et al., 2016; Gaborit B et al., 2015; Lim et al.,
2011; Al-Mrabeh A et al., 2020; Rossi AP et al., 2012; Thomsen MN et al., 2022).

Nonostante le consistenti evidenze che hanno dimostrato come la perdita di peso é associata
ad una riduzione del grasso pancreatico, queste strategie eccessivamente radicali potrebbero
essere poco applicabili su larga scala (Arterburn DE et al., 2020) e il mantenimento del calo
ponderale nel lungo termine in seguito ad una dieta fortemente ipocalorica rappresenta una
grande sfida (Rehackova L et al., 2016). Le variazioni nella composizione della dieta,
indipendentemente dalle modifiche dell’intake energetico, sono efficaci nella riduzione del
grasso ectopico in differenti distretti corporei, offrendo un trattamento maggiormente
flessibile e un’alternativa sicura alla restrizione energetica (Della Pepa et al., 2017,
Trouwborst | et al., 2018); tuttavia, si sa molto poco sugli effetti della composizione della
dieta stessa, indipendentemente dalla riduzione del peso corporeo, sul contenuto di grasso

pancreatico.

Scopo

Lo scopo dello studio & stato quello di valutare gli effetti di una dieta isocalorica
multifattoriale caratterizzata da un alto contenuto di PUFA, soprattutto PUFA n-3, MUFA,
fibre alimentari, polifenoli, vitamine D, E e C, rispetto con una dieta isocalorica ricca in
MUFA e simile per altri macronutrienti sulla riduzione del grasso pancreatico in pazienti

sovrappeso/obesi con diabete di tipo 2. Altri due obiettivi di questo studio erano di valutare
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se la possibile riduzione del grasso pancreatico era associato con un miglioramento della

risposta insulinica postprandiale e i possibili meccanismi di riduzione del grasso pancreatico.

Materiali e metodi

Partecipanti dello studio. | partecipanti allo studio sono stati reclutati rispettando diversi
criteri di inclusione e di esclusione tra i pazienti afferenti alla UOC di Diabetologia
dell’Azienda Ospedaliera Universitaria Federico II di Napoli che presentavano le seguenti

caratteristiche:

. Diabete Mellito di tipo 2 in terapia con dieta e/o metoformina o sulfaniluree
. Uomini e donne (in post- menopausa) di eta compresa tra 35 e 70 anni

. Indice di massa corporea compresa tra 27-35 kg/m?

. Discreto compenso glicemico (HbAlc < 7,5%)

. Terapia ipolipemizzante stabile (esclusi integratori, nutraceutici, ecc).

Sono stati esclusi i pazienti in terapia insulinica o con ipoglicemizzanti non previsti dai
criteri di inclusione, individui affetti da epatopatia acuta o cronica e altre patologie
compromettenti lo stato di salute (insufficienza renale, broncopneumopatia cronico-
ostruttiva, neoplasie, ecc); inoltre, sono stati esclusi i pazienti che presentavano
concentrazioni plasmatiche di trigliceridi > 350mg/dl e di colesterolo LDL >130 mg/dl. Non
erano reclutabili i soggetti che consumavano abitualmente bevande alcoliche, nutraceutici e
integratori alimentari.

Lo studio e stato approvato dal comitato etico della Federico Il e registrato a
ClinicalTrials.gov, numero NCT03380416. Il presente studio é stato condotto secondo le
linee guida della dichiarazione di Helsinki. Tutti i partecipanti hanno dato il loro consenso

informato scritto per partecipare allo studio.
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Disegno dello studio. Lo studio é stato condotto secondo un disegno sperimentale
randomizzato, controllato e a gruppi paralleli. Dopo un periodo iniziale di osservazione della
durata di 3 settimane (run-in) durante il quale i partecipanti hanno continuato a seguire la
loro dieta abituale (Vitale M et al., 2016), i pazienti sono stati assegnati, in maniera casuale,
a uno dei due interventi dietetici della durata di 8 settimane: Dieta Multifattoriale o Dieta
simile per contenuto in MUFA, utilizzata come controllo (Della Pepa G et al., 2020). Ai
partecipanti € stato chiesto di non modificare la frequenza della loro attivita fisica abituale
per tutto il periodo di intervento. La randomizzazione dei partecipanti e stata effettuata da
un ricercatore non direttamente coinvolto nello studio e stratificata in base a sesso, indice di
massa corporea (27-29 kg/m? o 30-35 kg/m?) e tipologia di terapia per il diabete.

| parametri antropometrici, metabolici e il contenuto di grasso pancreatico sono stati valutati
prima e dopo un periodo di 8 settimane d’intervento. I campioni di sangue Sono stati prelevati
a digiuno per determinare la glicemia, ‘insulina, I’'HbA1C, il B-idrossibutirrato e la

composizione degli acidi grassi dei trigliceridi del siero (Figura 14).

Dieta MUFA
Run-in
(3-week)
7-day food record Dieta Multifattoriale
0 2 sett. 4 sett. 6 sett. 8 sett.
7-day food record 7-day food record
Parametri antropometrici Parametri antropometrici
Parametri metabolici Parametri metabolici
Test-meal Test-meal
LCFA dei trigliceridi del siero LCFA dei trigliceridi del siero
(GC-FID) (GC-FID)
1H-MRS epatica 1H-MRS epatica
MRI addominale MRI addominale

Figura 14: Disegno dello studio

Diete sperimentali e pasti test. La composizione delle due diete sperimentali & descritta nella

tabella 9. All’inizio e alla fine dell’intervento, allo scopo di valutare i parametri metabolici
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si prelevavano dei campioni di sangue sia a digiuno sia durante la fase postprandiale dopo il
pasto test, che rispecchiava la composizione della dieta a cui i pazienti erano assegnati. Il
pasto test analogo alla Dieta Multifattoriale era composto da pasta integrale, fagioli secchi,
salmone, bresaola, olio extravergine d’oliva, rucola, arance e té verde; il pasto test analogo
alla Dieta MUFA era composto da riso, passata di pomodoro, uova, filetto di vitello,

bresaola, olio extravergine d’oliva, piselli surgelati ¢ banana (Tabella 12).

Tabella 12: Alimenti caratteristici dei due pasti test.

DIETA MUFA DIETA MULTIFATTORIALE
85¢ riso 709 pasta
100g pomodoro passata 40g fagioli secchi
30g uova 32g salmone
95g vitello filetto 329 bresaola
13g bresaola 32g olio extravergine di oliva
33g olio extravergine di oliva 100g rucola
30g piselli surgelati 115¢g arance
100g banana 200 ml te verde (2 bustine)

I due pasti test venivano preparati nella cucina metabolica dai dietisti con una quantita
standardizzata di tutti gli alimenti e in modo che la loro composizione rispecchiasse quella

della dieta a cui i partecipanti erano assegnati (Tabella 13).
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Tabella 13: Composizione bromatologica dei pasti

Energia/nutrienti I\?SIE?A Multi[;;eti?)riale
Energia (Kcal) 843 821
Proteine (%) 18 18
Grassi totali (%) 42 42
SFA (%) 7 7
MUFA (%) 28 28
PUFA totali (%) 4 58
OMEGA 3 (g/die) 0,36 (0,4%) 1,20 (1,31%)
OMEGA 6 (g/die) 2,87(3,0%) 2,91 (3,2%)
Carboidrati (%) 40 40
Carboidrati semplici (%) 7,6 79
Fibre (g/1000 Kcal) 7,7 14,2
Polifenoli (g/die) 15,6 758,3
Vitamina E (mg) 8,3 8,53
Vitamina D (mcg) 1,83 2,72
Vitamina C (mg) 33 167,5

MUFA: Acidi grassi monoinsaturi; PUFA: Acidi grassi polinsaturi; SFA: Acidi grassi saturi.

Analisi di laboratorio. | campioni di sangue sono stati prelevati sia al digiuno e durante le 4
ore successive al pasto test sia al basale che dopo 8 settimane. | campioni di sangue sono
stati raccolti dalla vena anticubitale e poi conservati a -80°C fino al momento dell’analisi.
La concentrazione plasmatica di glucosio é stata valutata con la metodica colorimetrica
enzimatica (Roche Diagnostics, Milano, Italia and ABX Diagnostics, Montpellier, Francia)

mediante ABX PENTRA 400 HORIBA Medical, Montpellier, Francia). La concentrazione
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plasmatica di insulina & stata determinata con la metodica ELISA (DIA-source
ImmunoAssay S.A., Nivelles, Belgio) mediante analizzatore Triturus (Diagnostic Grifols
S.A., Barcelona, Spain). HbAlc é stata misurata mediante cromatografia liquida ad alta
prestazione (Agilent HPLC 1200, Santa Clara, CA, USA). Il B-idrossibutirrato & stato
analizzato con il metodo endpoint enzimatico (DiaSys Diagnostic System, Holzheim,
Germania) mediante una metodica fotometrica automatizzata (ABX-Pentra 400; Horiba
Medical Kyoto, Japan). Le proporzioni degli acidi grassi nella frazione dei trigliceridi del
siero sono state valutate mediante gascromatografia. Per prima cosa, le frazioni dei
trigliceridi sono state separate dai lipidi totali del siero mediante estrazione a fase solida.
Successivamente, la frazione dei trigliceridi é stata trans-esterificata per ottenere gli esteri
metilici degli acidi grassi. L’analisi gascromatografica e stata eseguita con un GC Dani 1000
(DANI Instruments GC 1000, DANI Instruments, Cologno Monzese, Italia) dotato di
rilevatore con ionizzazione di fiamma e colonna capillare (Burdge GC et al., 2000). L’
HOMA-IR e stato calcolato usando la seguente formula: glicemia al digiuno (mg/dL) x
insulina a digiuno (nU/mL)/405. L’indice di lipogenesi € stato calcolato come rapporto tra
acido palmitico e acido linoleico (C16:0/C18:2n6) come un indice indiretto di DNL

(Hudgins LC et al., 1996).

Analisi statistica. 1l sample size e stato calcolato sull’outcome primario del trial (Riduzione
della percentuale di contenuto di grasso epatico) (Della Pepa G et al., 2020). Secondo i
risultati di un precedente studio che ha valutato gli effetti di un intervento dietetico
ipocalorico sul grasso pancreatico (Gepner Y et al., 2018), un sample size di 18 partecipanti
per ogni gruppo era necessario per rilevare una differenza del 10% nel grasso pancreatico
con un 80% di potenza ad un livello di significativita al 5%, assumendo un tasso di dropout

del 15%. | dati sono espressi come media = DS, salvo diversamente indicato. Le differenze
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all’interno del gruppo (Valori di 8 settimane — basale) sono state valutate mediante t-test per
dati appaiati. Le differenze tra i due gruppi sono state valutate mediante t-test per campioni
indipendenti sulle variazioni (8 settimane — basale). Per valutare I’impatto delle variazioni
nel contenuto nel grasso pancreatico, grasso epatico e peso corporeo, le differenze tra i
trattamenti sono state valutate mediante modello lineare generalizzato ANCOVA,
prendendo le variazioni nel contenuto del grasso pancreatico (8 settimane — basale) come
variabili dipendenti, il trattamento come fattore fisso e le variazioni nel contenuto di grasso
epatico e peso corporeo come covariate.

Le aree incrementali postprandiali (iIAUC) sono state calcolate utilizzando la regola
trapezoidale dopo sottrazione del valore al basale. Le associazioni bivariate tra le variazioni
di grasso ectopico (contenuto di grasso pancreatico ed epatico) e la risposta glucidica e
insulinica postprandiale (1IAUC), B-idrossibutirrato e indice di lipogenesi sono state valutate
mediante correlazioni di Pearson; é stata anche valutata la correlazione tra contenuto di
grasso pancreatico ed epatico. Per tutte le analisi, i livelli di significativita statistica sono
stati fissati a p<0.05. Le analisi statistiche sono state eseguite usando il software SPSS 25.0

(SPSS/PC; IBM, Arnmork NY).

Risultati

Parametri antropometrici e metabolici. Quarantatré individui hanno completato lo studio,
ma i dati sul contenuto del grasso pancreatico erano disponibili solo per 39 partecipanti, che
erano inclusi nell’analisi (n=21 Dieta MUFA; n=18 Dieta Multifattoriale). Al basale, i
partecipanti nei due gruppi avevano una simile distribuzione del sesso, eta, parametri
antropometrici ¢ metabolici. L’aderenza alla dieta dei partecipanti era ottimale, come
dimostrato dal diario alimentare che compilavano ogni 7 giorni durante il trial. Dopo 8

settimane d’intervento, una riduzione del peso corporeo statisticamente significativa ( -1.2
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kg) era osservata dopo entrambe le diete senza differenze tra i due gruppi. I livelli di Hb1AC
miglioravano in maniera significativa dopo la dieta multifattoriale (da 6.5 = 0.4% [48 +4
mmol/mol] a 6.3 £ 0.6% [45 = 7 mmol/mol]; P=0.013) e la dieta MUFA (da 6.5 + 0.6% [48
+ 7 mmol/mol]) a 6.4 = 0.7% [46 £ 8 mmol/mol]; P=0.012), senza alcuna differenza tra i
due gruppi (P=0.763). Tra i due gruppi non é stata osservata alcuna differenza statisticamente
significativa della glicemia, insulina e B-idrossibutirrato a digiuno e I’indice HOMA-IR; al
contrario, I’indice di lipogenesi si riduceva significativamente dopo la dieta multifattoriale
(da2.2+0.8a1.5+0.5; P <0.0001) ma non cambiava dopo la dieta MUFA (da 1.9+ 1.1 a
1.9 £ 0.9; P =0.949) con una significativa differenza tra i gruppi per le variazioni dal basale

al termine dell’intervento (Tabella 14).

Tab 14: Caratteristiche antropometriche e metaboliche dei partecipanti al basale e al termine dei due interventi.

Dieta MUFA (n=21) Dieta Multifattoriale (n=18) p valuef
Basale 8 settimane Basale 8 settimane

Peso corporeo (kg) 84.1 (14.9) 83.1 (14.6)* 84.6 (9.3) 83.3 (9.1)* 0.749
BMI (kg/m?) 30.8 (3.5) 30.3 (3.4)* 31.8 (3.7) 31.3 (3.7)* 0.985
Circonferenza vita (cm) 105 (10) 104 (10) 107 (10) 106 (10) 0.525
Glicemia (mmol/L) 7.2 (0.9) 7.2 (0.9) 6.8 (0.8) 6.9 (1.1) 0.995
HbALc (%) 6.5 (0.6) 6.4 (0.7)* 6.5 (0.4) 6.3 (0.6)* 0.450
HbA1c (mmol/mol) 48 (7) 46 (8)* 48 (4) 45 (7)* 0.450
Insulina (pmol/L) 114 (60) 120 (66) 114 (54) 96 (48) 0.118
HOMA-IR 5.9 (3.0) 6.3 (3.6) 5.8 (2.8) 4.7 (2.4) 0.204
Indice di lipogenesi 1.9 (1.1) 1.9 (0.9) 2.2 (0.8) 1.5 (0.5)** 0.004

0.11 (0.08) 0.10 (0.05) 0.11 (0.05) 0.10 (0.04) 0.811

B-idrossibutirrato (mmol/L)

I dati sono espresso come Media (SD). *p <0.05 vs. basale; **p <0.0001 vs. basale; Tdifferenza tra le variazioni (valori delle 8
settimane - basale) tra i gruppi; BMI: indice di massa corporea; HbAlc: emoglobina glicata; HOMA-IR: homeostatic model
assessment of insulin resistance .
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Contenuto del grasso pancreatico. Al basale il contenuto di grasso pancreatico non differiva
tra i due gruppi. Dopo 8 settimane di intervento dietetico, il contenuto di grasso pancreatico
si riduceva in maniera significativamente nella dieta multifattoriale (da 15.7 + 6.5% a 14.1
* 6.3%; P=0.024), mentre non si modificava nella Dieta MUFA (17.1 £ 10.1% to 18.6 =
10.6%; P=0.139). Le variazioni nel contenuto di grasso pancreatico (8 settimane — basale)
erano significativamente differenti tra la dieta multifattoriale e la dieta MUFA in termini di
valore assoluto (rispettivamente, -1.6 + 2.6% vs. 1.5 +4.5%; P=0.014) o percentuale
(rispettivamente, -8 £ 20% vs. 10 £ 23%; P=0.012). Le differenze nelle variazioni del grasso
pancreatico tra le due diete restano statisticamente significative dopo 1’aggiustamento per la
variazione del contenuto di grasso epatico e peso corporeo (P=0.035, analisi di modello

lineare generalizzato ANCOVA) (Figura 15).
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Figura 15: I dati sono espressi come Media = SE. Le differenze all’interno del gruppo erano eseguite con il t-
test per dati appaiati; le differenze tra i due trattamenti erano eseguiti mediante il modello lineare generale
ANCOVA, prendendo come le variazioni del contenuto del grasso pancreatico (8 settimane — basale) come
variabile dipendente, il trattamento dietetico come fattori fissi e le variazioni del grasso epatico e del peso
COrporeo come covariate.

91



Risposta postprandiale glucidica e insulinica. Dopo 8 settimane di intervento nutrizionale
la risposta glicemica al test meal era simile al basale in entrambi i gruppi sia come profilo
sia come IAUC (Figura 16, Panello A). La risposta insulinica postprandiale non si
modificava dopo la dieta ricca in MUFA, mentre era statisticamente piu alta ai tempi 30,60
e 120 dopo il pasto (p<0.05 per tutti), dopo 8 settimane d’intervento con la dieta
multifattoriale. In maniera analoga, la risposta insulinica postprandiale, valutata come iIAUC
fino al tempo 240 minuti dopo il pasto, incrementava in maniera significativa nella dieta
multifattoriale (da 54115 + 39829 a 65484 + 40448 pmol/L/min; P=0.041), mentre tendeva
a ridursi dopo la Dieta MUFA (da 65769 * 33329 a 56254 + 22786 pmol/L/min; P=0.083),
con una differenza significativa tra i due gruppi (P=0.007). Le differenze nella risposta
insulinica postprandiale erano da ascriversi principalmente a quella osservata nella prima
parte della curva. L’iAUC dell’insulina, fino al tempo 120 minuti, infatti, incrementava
significativamente dopo la dieta multifattoriale (da 36340 + 34954 a 44138 + 31878
pmol/L/min; P=0.037), mentre non variava dopo la Dieta MUFA (da 31754 + 18446 a 26976
+ 12265 pmol/L/min; P=0.178), con una differenza significativa tra i due gruppi (P=0.023);
al contrario, la risposta insulinica postprandiale, valutata come iAUC tra 120-240 minuti,
non mostrava alcuna differenza tra i due gruppi (Figura 16, pannello B). Il rapporto traiAUC
insulina/iAUCglicemia invece, non si modificava sia nelle prime due ore successive al pasto
test (0-120) sia nelle ultime due ore successive al pasto test (120-240) (Figura 16, pannello

Q).
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Figura 16: | dati sono espressi come Media £ SEM. Le risposte postprandiali glucidica (A) e insulinica (B) al
pasto test e c)il rapporto iAUCInsulina/iAUCglicemia al basale e dopo 8 settimane d’intervento con la dieta
multifattoriale sono state rappresentate come profilo (linea tratteggiata basale; linea continua 8 settimane) o
come Area incrementale (1IAUC). Le differenze all’interno del gruppo sono state valutate mediante t-test per
campioni appaiati ("p<0.05 vs basale; le differenze tra le variazioni indotte dalla dieta (8 settimane — basale)
sono state valutate mediante t-test per campioni indipendenti. I dati sull’insulina erano disponibili per 35
partecipanti (n=18 nel gruppo MUFA,; n=17 nel gruppo multifattoriale.

Le analisi di correlazioni erano eseguite raggruppando i due gruppi di partecipanti.

Le variazioni (8 settimane — basale) del contenuto di grasso pancreatico e della risposta
postprandiale insulinica precoce (iIAUCO0-120) erano inversamente correlate (r= -0.383;
P=0.023) (Figura 17), mentre nessuna correlazione era osservata con le variazioni della
risposta postprandiale insulinica tardiva espressa come IAUC 120-240 min (r: -0.189;
p=0.276), dell’indice di lipogenesi (r=0.006; p=0.973), e del B-idrossibutirrato (r=0.239;

P=0.154). Le variazioni nel contenuto di grasso pancreatico non correlavano con quelle del
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grasso epatico (r=0.163; P=0.309). Le correlazioni nel contenuto di grasso epatico non si
correlavano con la risposta insulinica precoce (IAUCO0-120) (r= -0.174; P=0.309), B-
idrossibutirrato a digiuno (r=0.101; p=0.550), mentre correlava direttamente con I’indice di
lipogenesi (r=0.436; p=0.007).
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Figura 17: Correlazioni tra le variazioni (8 settimane — basale) del contenuto del grasso pancreatico e la
risposta postprandiale insulinica precoce (IAUCo.120) in tutti i partecipanti (n=35).

Discussione

In questo studio abbiamo mostrato che una dieta multifattoriale isocalorica, naturalmente
ricca in differenti componenti benefiche, riduceva significativamente del ~20% il contenuto
di grasso pancreatico in pazienti sovrappeso/obesi con diabete di tipo 2, indipendentemente
alla perdita di peso, rispetto ad una dieta con contenuto simile in proteine, grassi e carboidrati
ma differente per qualita di questi nutrienti. | nostri dati confermano ed estendono gli effetti
benefici di questa dieta sull’accumulo di grasso ectopico, come gia dimostrato per il fegato
(Della Pepaetal., 2020); inoltre, il nostro studio ha dimostrato che la riduzione nel contenuto

di grasso pancreatico € associato ad un incremento nella risposta insulinica postprandiale
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nella fase postprandiale precoce, che e un marker di buona funzionalita -cellulare. Questo
gioca un ruolo importante nella regolazione dell’omeostasi glucidica, contribuendo a
prevenire la deregolazione del controllo metabolico a lungo termine e ritardare 1’insorgenza
del diabete di tipo 2 in individui ad alto rischio (Galicia-Garcia U et al., 2020). A tal riguardo,
una riduzione simile del grasso pancreatico era ottenuta dopo una sostanziale perdita di peso
nel “DIRECT Study” ed era associata alla remissione del diabete (Lean ME et al .,2018).
Considerando ’aumento dell’interesse scientifico e clinico per quanto riguarda il grasso
pancreatico, & necessario porre maggiore attenzione ai possibili trattamenti.

La perdita di peso, raggiunta attraverso diversi approcci, potrebbe rappresentare il principale
target terapeutico per trattare il grasso pancreatico cosi come altri grassi ectopici (Gaesser
GA et al., 2021). Sia la chirurgia bariatrica sia la sostanziale perdita di peso, eseguita
attraverso I’intervento con diete fortemente ipocaloriche, sono associate con una riduzione
del grasso pancreatico statisticamente significativa e clinicamente rilevante. La chirurgia
bariatrica, con la conseguente perdita di peso, riduceva il contenuto di grasso pancreatico nei
pazienti con il diabete di tipo 2, nei quale é stata riportata anche un miglioramento della
secrezione precoce dell’insulina (Steven S et al., 2016; Gaborit B et al., 2015). In maniera
simile, le diete ipocaloriche da sole (Jiang Y et al., 2019; Lim EL et al., 2011; Al-Mrabeh A
etal., 2020; Rossi AP etal., 2012; Thomsen MN etal., 2022) o in combinazione con I’attivita
fisica (Gepner Y et al., 2018; Tene L et al., 2018; Heiskanen MA 2018) riducevano il
contenuto di grasso pancreatico e miglioravano la funzionalita delle -cellule (Lim EL et al.,
2011; Heiskanen MA 2018). Il nostro studio indica che, oltre alla riduzione dell’assunzione
calorica e alla perdita di peso, la composizione della dieta potrebbe avere un impatto sul
contenuto del grasso pancreatico, cosi come mostrato anche sul grasso epatico. Precedenti
studi hanno valutato gli effetti sul grasso pancreatico di diete ipocaloriche con differente

composizione in macronutrienti, che mostravano anche una significativa e rilevante perdita
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di peso. A questo riguardo, un recente trial ha mostrato che una dieta alta in proteine e bassa
in carboidrati (rispettivamente, 30% carboidrati, 30% proteine e 40% grassi), riduceva il
contenuto di grasso pancreatico meno rispetto alla dieta convenzionale in pazienti con il
diabete, al contrario dei suoi effetti osservati sul grasso epatico (Thomsen MN et al., 2022).
Questo risultato era ottenuto insieme ad una significativa perdita di peso (-5.8 kg) che era
simile nella dieta test e nella dieta controllo, ma che probabilmente contribuiva agli effetti
osservati. Il nostro studio, invece, dimostra chiaramente che la composizione della dieta di
per sé ¢ efficace nell'influenzare il contenuto di grasso pancreatico in quanto la riduzione di
peso osservata con entrambe le diete era simile e minima quindi, di entita tale da non aver
alcun effetto clinico e metabolico. Una riduzione del peso del 5-10% €& necessaria per
modificare in maniera significativa lo stato metabolico nelle persone con diabete o
prediabete (Pi-Sunyer X, et al., 2007). Al meglio delle nostre conoscenze, 1unico studio che
valutava gli effetti della composizione della dieta, indipendentemente dalle variazioni della
perdita di peso, sul contenuto di grasso pancreatico in pazienti con diabete di tipo 2 mostrava
che una dieta a basso contenuto di carboidrati e ad alto contenuto di proteine riduceva il
contenuto di grasso pancreatico rispetto alla dieta convenzionale per il diabete (Skytte MJ et
al., 2019). L’adesione a lungo termine ad una dieta a basso contenuto di carboidrati potrebbe
essere difficile da mantenere e i risultati di questo studio potrebbero avere un’applicabilita
limitata nella pratica clinica; al contrario, il nostro studio ha usato una dieta, che essendo
multifattoriale, non richiede variazioni importanti nella quantita dei vari nutrienti.
L’aumento nelle quantita di fibre, polifenoli e vitamine era ottenuto usando alimenti presenti
ampiamente nella dieta abituale in ogni parte del mondo e, in particolar modo, tipici della
dieta Mediterranea, un modello dietetico non solo salutare, ma anche gastronomicamente
appetibile. I meccanismi mediante i quali la composizione della nostra dieta agisce sul

contenuto del grasso pancreatico non sono chiari (Sakai NS et al., 2018). Sebbene ci si
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potrebbe aspettare che gli stessi meccanismi che portano all’accumulo del grasso ectopico,
soprattutto a livello del fegato, potrebbero agire sul pancreas, i meccanismi dell’accumulo
di grasso pancreatico sembrano essere pit complessi e parzialmente diversi da quello del
grasso epatico (Costabile G et al., 2022). Nel nostro studio, attraverso 1’uso degli indici
indiretti, abbiamo valutato i due possibili meccanismi associati alla regolazione del grasso
pancreatico (la DNL e I’ossidazione dei grassi). L’indice di lipogenesi si riduceva in maniera
significativa con la dieta multifattoriale e questa riduzione era statisticamente associata alla
riduzione di grasso epatico. Nessuna variazione € stata osservata per gli indici
dell’ossidazione dei grassi. La mancata correlazione tra il grasso pancreatico e I’indice di
lipogenesi suggerisce che differenti meccanismi potrebbero spiegare gli effetti dietetici sulla
risposta epatica e pancreatica e che la DNL, rilevante per 1’accumulo di grasso epatico,
potrebbe non essere coinvolta nell’accumulo di grasso pancreatico. Considerando le
molteplici caratteristiche della dieta multifattoriale, € probabile che la sua efficacia dipenda
dalla sinergia delle varie componenti alimentari. Non sono presenti studi che hanno valutato
I possibili meccanismi attraverso i quali le componenti dietetiche potrebbero impattare sul
grasso pancreatico; possiamo ipotizzare che 1’assunzione di polifenoli, altri antiossidanti,
fibre e PUFA, potrebbero avere un ruolo poiché possono influenzare 1’accumulo di grasso
ectopico in altri distretti mediante differenti meccanismi, incluso modifiche del microbiota,
inflammazione e stress ossidativo. La nostra dieta multifattoriale riusciva ad incrementare la
risposta insulinica postprandiale precoce. La riduzione del grasso pancreatico e I’incremento
della risposta insulinica postprandiale erano inversamente associate, supportando 1’ipotesi
di una relazione casuale. | possibili meccanismi mediante i quali la riduzione del grasso
pancreatico potrebbe migliorare la risposta insulinica postprandiale sono ancora poco chiari.
La riduzione del grasso intrapancreatico potrebbe aver modificato gli effetti dell’eccesso di

tessuto adiposo nel pancreas. Gli adipociti all’interno del pancreas potrebbero condurre ad
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un rilascio degli FFA con conseguente apoptosi delle B-cellule e riduzione della secrezione
insulinica (Gerst F et al.,2019); inoltre, potrebbero favorire un ambiente infiammatorio e
promuovere il rilascio di citochine, chemochine e altri metaboliti che potrebbero peggiorare
la funzione B-cellulare per via paracrina (Wagner R et al., 2022). Sebbene gli adipociti
intrapancreatici rappresentino la maggior parte del contenuto di grasso pancreatico (Wagner
R et al., 2022), i possibili effetti dannosi sulla secrezione insulinica potrebbero dipendere
dall’accumulo dei trigliceridi all’interno delle p-cellule. Questo potrebbe ridurre ’attivita
della glucochinasi, enzima coinvolto nella secrezione insulinica, come riportato in
precedenti studi eseguiti in vitro e su modelli animali (Campbell JE et al., 2021). | punti di
forza del nostro studio sono I’aderenza ottimale dei partecipanti alla dieta e il disegno
randomizzato e controllato di sufficiente durata per valutare gli effetti dell’intervento
nutrizionale sul contenuto di grasso pancreatico. Naturalmente, lo studio presenta delle
limitazioni. Il primo include solo pazienti con diabete di tipo 2 con un buon compenso
glicemico e, dunque, i risultati non possono essere generalizzati a pazienti con diverse forme
della malattia o a quelli con prediabete e sindrome metaboliche. Un’altra limitazione del
nostro studio € rappresentata dal fatto che la secrezione insulinica non € valutata con
metodiche gold-standard, come il clamp euglicemico iperinsulinemico, e dalla mancata
valutazione della secrezione pre-epatica, perché non disponibili le concentrazioni di C-
peptide. Tuttavia, la risposta insulinica al test meal usato nel nostro trial € un approccio piu

rilevante da un punto di vista clinico e fisiologico.

Conclusione
In sintesi, noi abbiamo mostrato per la prima volta in questo studio che, una dieta isocalorica
multifattoriale naturalmente ricca in differenti componenti alimentati benefiche,

dimostratasi gia essere efficace nella riduzione del grasso epatico, riesce, indipendentemente
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dalle variazioni del peso corporeo, a ridurre il grasso pancreatico in pazienti
sovrappeso/obesi con diabete di tipo 2. La riduzione nel grasso pancreatico é associata ad
una riduzione della risposta postprandiale precoce, che nel lungo termine potrebbe
contribuire a preservare il compenso glicemico, ritardando cosi I’insuccesso dei trattamenti

ipoglicemicizzanti.
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6. Considerazioni conclusive

Lo scopo della mia tesi di dottorato é stato quello di cercare di chiarire alcuni punti ancora
non ben definiti nella relazione tra abitudini alimentari, microbiota intestinale, metabolismo
glico-lipidico e grasso ectopico, quali:

1) eventuali differenze nella capacita fermentativa degli individui ad alto rischio
cardiometabolico;

2) effetti di alimenti ricchi in fibre/amilosio e di diete a base di prodotti di origine
vegetale sui livelli sierici di SCFA e il loro possibile ruolo nella regolazione del
metabolismo glucidico;

3) ruolo della DNL nella riduzione del grasso epatico e pancreatico dopo specifici

interventi nutrizionali.

Per quanto riguarda il primo punto, i risultati ottenuti nei pazienti con diabete dimostrano
che le concentrazioni dell’acido acetico, propionico e butirrico sono ridotte rispetto a quelli
dei soggetti sovrappeso/obesi non diabetici; tuttavia, solo la riduzione dell’acido propionico
e associata al diabete di per s¢, indipendentemente da altri fattori come 1’eta, la distribuzione
del grasso, il colesterolo, i trigliceridi, la pressione arteriosa e il trattamento farmacologico.
L’acido acetico e butirrico sono influenzati da altri fattori oltre che dal diabete. La riduzione
dell’acido butirrico ¢ associata all’eta, indicando una riduzione della capacita fermentativa
del microbiota intestinale con 1’avanzare dell’eta, mentre 1’acido acetico ¢ associato al
colesterolo-LDL. Questi risultati sono importanti perché indicano chiaramente che la
capacita fermentativa del microbiota intestinale é diversa a seconda della presenza 0 meno
del diabete e di queste differenze si deve tener conto quando si valutano i risultati dei diversi
studi presenti in letteratura.

In relazione al secondo punto é stato dimostrato che:
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1) il consumo in acuto di pane ricco in amilosio e capace di migliorare in soggetti
sovrappeso/obesi la risposta della glicemia e dell’insulina in fase postprandiale,
aumentando allo stesso tempo i livelli postprandiali di acido propionico. Tale aumento
g, inoltre, associato alla riduzione della risposta insulinica postprandiale suggerendo un
possibile ruolo dell’acido propionico nel miglioramento della sensibilita insulinica in
fase postprandiale;

2) una dieta ispirata al modello mediterraneo rispetto ad una dieta occidentale migliora,
sia in acuto che in cronico, la risposta della glicemia e dell’insulina in fase
postprandiale inducendo un miglioramento della sensibilita insulinica in questa fase.
La Dieta Mediterranea determina un aumento dei batteri che fermentano le fibre con
conseguente aumento, in particolare, dell’acido butirrico. Questo aumento si associa
significativamente al miglioramento della sensibilitd insulinica ottenuto in fase
postprandiale con la dieta mediterranea, suggerendo che proprio la modifica della
composizione del microbiota e I’aumento dell’acido butirrico giochino un ruolo

fondamentale nel miglioramento del metabolismo glucidico in fase postprandiale.

I risultati di questi due studi pongono le basi per identificare alimenti funzionali e strategie
nutrizionali da utilizzare nella prevenzione e nel trattamento del diabete di tipo 2 e delle
malattie cardiovascolari.

Infine, per quanto riguarda il terzo punto, abbiamo visto che:

1) una dieta multifattoriale, con diverse componenti bioattive, ispirata ancora una volta
ad un modello Mediterraneo, rispetto ad una dieta ricca in MUFA, anche essa gia
dimostratasi “salutare”, € capace di agire non solo sul metabolismo intermedio ma
anche di ridurre significativamente sia il grasso epatico che il grasso pancreatico. In
particolare, mentre la riduzione del grasso epatico sembra essere in relazione con la

riduzione della DNL, valutata come rapporto acido palmitico/acido linoleico, questo
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non avviene con la riduzione del grasso pancreatico, i cui meccanismi potrebbero

essere diversi e devono essere ulteriormente indagati

Dal punto di vista clinico, questi ultimi due studi rafforzano la necessita di utilizzare le
strategie nutrizionali idonee, basate sull’evidenze derivanti da studi d’intervento, per la
prevenzione ed il trattamento non solo del diabete, ma anche della steatosi epatica e

pancreatica.
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8. APPENDICE

TABELLA 1. Studi osservazionali che hanno messo in relazione la composizione del microbiota , lo stato
patologico e le abitudini alimentari (Modificato da Salamone D et al., Acta Diabetologica 2021).

Autori

Partecipanti

Resultati

Zhang X,2013

44 partecipanti sani

BMI 23,38 kg/m?

64 partecipanti con prediabete
BMI 24,95 Kg/m?

13 partecipanti con T2D

BMI 26,50 Kg/m?

/MBatteri produttori di butirrato in
individui sani

/N Bacteroides e costridii in pazienti con
prediabete e T2D

Wu H, 2020

206 partecipanti sani

BMI 28.2 kg/m?

220 partecipanti con prediabete
BMI 28.3 kg/m?

58 partecipanti con T2D

BMI 31.6 kg/m?

J Batteri produttori di butirrato in
pazienti con prediabete e T2D

Karlosson, 2013

53 partecipanti con T2D

BMI 20-40 Kg/m?

49 partecipanti con prediabete
BMI 20-40 Kg/m?

43 partecipanti sani

BMI 20-40 Kg/m?

‘MRoseburia M Faecalibacterium
prausnitzii in partecipanti sani

J Roseburia | Faecalibacterium
prausnitzii in partecipanti con T2D

Qin,2012 182 partecipanti sani MRoseburia MFaecalibacterium

BMI 18-40Kg/m? prausnitzii in partecipanti sani

183 partecipanti con T2D J Roseburia | Faecalibacterium

BMI 18-40Kg/m? prausnitzii in partecipanti con T2D
Senna 2019 952 partecipanti sani selezionati su basi | Batteri produttori di butirrato giocano un

genomiche, metagenomiche e SCFA

ruolo protettivo contro il T2D
Batteri produttori di propionato
promuovono ’insorgenza del T2D

De Filippo,2010

30 bambini (1-6 anni) africani (n°15) e
italiani (n°15)

Dieta a base di alimenti di origine
vegetale (FFQ)
MPrevotellat Xylanibacter | Firmicutes

Dieta a base di alimenti di origine
animale (FFQ)
J Prevotella |, Xylanibacter

MFirmicutes
Garcia-Mentrana 27 partecipanti sani Alta aderenza alla Dieta Mediterranea
1,2018 16 donne BMI 21,95+2,72 kg/m? (FFQ)

11 maschi BMI 25,29+2,76 kg/m?

M Bifidobacteria Bacteroidates
J Firmicutes:Bacteroidates
NSCFA fecali 1 Propionato fecale

Ata assunzione di proteine di origine
animale (FFQ)

J Bacteroidates
MFirmicutes:Bacteroidates

Guiterrez-Diaz I,
2016

31 partecipanti sani

10 partecipanti sani con bassa aderenza
alla dieta mediterranea BMI 26,245
Kg/m?

21 partecipanti sani con alta aderenza
alla dieta mediterranea BMI 26,3+4,7
Kg/m?

Alta aderenza alla Dieta Mediterranea
(FFQ)

NSCFA Fecali TPropionato fecale

M Butirrato Fecale

124



Mitsou E.K., 2017 | 116 partecipanti sani

BMI 25-30 Kg/m?

Alta aderenza alla Dieta Mediterranea
(FFQ)

M Bifidobacteria

M SCFA fecali

De Filippis, 2016 51 partecipanti vegetariani
BMI 21.9 + 2.5 kg/m2

51 partecipanti vegani
BMI 21.3 £ 2.2 kg/m?

51 partecipanti onnivori

BMI 22+ 2.0 kg/m?

Dieta vegetariana, dieta vegana e dieta
onnivora ad alta aderenza alla Dieta
Mediterranea

TPrevotella

TPropionato fecale | Valerato fecale
|Caproato

BMI: Indice di massa corporea; FFQ: Questionario di frequenza di consumo degli alimenti; SCFA: Acidi

grassi a corta catena, T2D: Diabete tipo 2
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TABELLA 2. Studi d’intervento che hanno valutato 1’effetto di specifici interventi dietetici a base di prodotti di origine vegetale o alimenti ricchi in fibra sulla
composizione del microbiota intestinale sulla produzione di SCFA e il loro possibile ruolo nella regolazione del metabolismo glucidico. (Modificato da Salamone D et

al., Acta Diabetologica 2021).

Autore Disegno dello studio Partecipanti Durata Intervento Effetto osservato
David RCT Crossover 10 partecipanti sani 4 giorni Dieta a base di prodotti di origine vegetale (fibre: | Dieta a base di prodotti di
2014 BMI 19-32 Kg/m? 260/1000 kcal) origine vegetale

Vs “MPrevotella TRoseburia
Dieta occidentale (fibre:9.3g/ 1000 kcal) M Butirrato fecale
Dieta Occidentale
J PrevotellaBacteroides
Zhao RCT Parallelo 43 partecipanti con T2D 12 Dieta ad alto contenuto di fibre (fibre:37,10 g) Dieta ad alto contenuto di
2018 BMI 25-35 kg/m? settimane | Vs fibre
Diet Controllo (fibre:16,06 g) ‘MButirrato fecale
JHbAlc J glicemia a digiuno
Haro RCT Parallelo 20 partecipanti con 1 anno Dieta Mediterranea ricca in prodotti vegetali Dieta Mediterranea
2016 Sindrome Metabolica (fibre: 146,6g/1000kcal) e noci (fibre:5,6g9/1000 MRoseburia | Prevotella
BMI 30-40Kg/m? Kcal) MSI
Vs Dieta a basso contenuto di
Dieta ricca in fibra derivati da cereali integrali acidi grassi e ad alto
(fibre: 40,1 g/1000kcal) contenuto di fibre
J Roseburia 1 Prevotella
MSI
Hald RCT Crossover 19 partecipanti con 4 Dieta ricca in arabinoxilani e amido resistenza Dieta ricca in arabinoxilani e
2016 Sindrome Metabolica settimane | (fibre:64 g) amido resistenza
BMI 25,9-41 Kg/m? Vs “Bifidobacteria
Dieta Occidentale (fibre:17,6 g) MFecal SCFA
“MFecal Butyrate
Vetrani RCT Parallelo 40 partecipanti con 12 Dieta ricca in cereale integrale (total fibre: 40 g; Dieta ricca in cereali
2015 Sindrome metabolica settimane | fibre da cereali: 28.9 g) integrali
BMI 25-35 kg/m? Vs /MPropionato plasmatico
Dieta a base di cereali raffinati (fibre totali: J Insulina Plasmatica
22,1g; fibre da cereali 11.8 g)
Kovatcheva | RCT Crossover 39 Partecipanti sani 3 giorni Pane a base d’orzo (fibre:37,6 g) Pane a base d’orzo
2015 BMI 18-28 Kg/m? Vs NPrevotella:Bacteroides
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Pane bianco (fibre:9,1 g)

J Postprandial glucose

Nillson RCT Crossover 39 Partecipanti sani
2015 BMI 18-28 Kg/m?

3 giorni

Pane a base d’orzo (fibre:37,6 g)
Vs
Pane bianco (fibre:9,1 g)

Pane a base d’orzo
NSCFA plasmatici
J Glucosio J Insulina

BMI: Indice di Massa corporea; HbAlc: Emoglobina Glicosilata; 1SI: Indice di sensibilita insulinica; OGIS: Indice di sensibilita insulinica al glucosio orale; RCT:

Studio clinico randomizzato; SCFA: Acidi grassi a corta cateten
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