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INTRODUZIONE.

Nonostante il grado di malnutrizione esistente gfaneta, secondo
I'organizzazione mondiale della sanita (OMS), I'sit& rappresenta uno dei
principali problemi di salute pubblica nel mondo.

L’'obesita rappresenta, non solo, un problema estetma soprattutto un
problema fisiopatologico in quanto € correlata & unaggiore probabilita di
contrarre malattie quali diabete mellito, ipertens, osteoartriti, disturbi
cardiovascolari, infarto, ictus, che costituiscona cosiddetta sindrome
metabolica responsabile di un alto rischio di mortalita sdfutto nei paesi
occidentaff.

L’obesita & una condizione caratterizzata da unracto di grasso nel tessuto
adiposo in quantita eccessiva rispetto alle neigefisiologiche dell’organismo,
in genere a causa di un’alimentazione, sia quainataente sia qualitativamente,
scorretta e ad uno stile di vita sedentario.

Per mantenere uno stato di buona salute, dungugatante per l'individuo
mantenere piu 0 meno costante il proprio peso cegpdl mantenimento di un
peso corporeo stabile € legato ad un preciso ldatra I'energia assunta
dall’organismo, attraverso il cibo e I'energia speQuando I'energia introdotta
equivale a quella spesa, il peso corporeo vienetanato costante. Quando
I'energia introdotta € inferiore a quella spesardanismo si trova in una
situazione di bilancio energetico negativo, il seiyg subisce un perdita di
grasso, quindi una diminuzione del peso corporamn@o I'energia introdotta
supera quella spesa, si dice che I'organismo gatho una situazione di bilancio
energetico positivo. L'energia in eccesso vieneodegta in piccola parte nelle
riserve di glicogeno delle cellule, ma la maggioartp viene invece
immagazzinata sotto forma di trigliceridi a livelldel tessuto adiposo. Se
I'individuo & costantemente in bilancio energetmmsitivo aumentera la massa
grassa e quindi anche il suo peso corporeo, getheiguindi obesita e scompensi

metabolici ad essa associati. Infatti tra le ppati conseguenze metaboliche



dell'obesita troviamo la resistenza all'insulindaesteatosi epatica (accumulo di
trigliceridi nel fegato).

L’insulino-resistenza e una condizione che prelakddiabete e che si innesca
quando quantita normali di insulina non riescondrasportare il glucosio
all'interno delle cellule. In altre parole, la addl € insensibile all’azione
dellinsulina ed il glucosio non riesce a penetratyn mediatore cruciale
nell'azione dell'insulina € la proteina chinasi BKB), anche conosciuta come
Akt, una chinasi serina/treonina la cui attivaziaonatribuisce a regolare l'uptake
di glucosio, il metabolismo del glicogeno, I'esmiesie genica, la sopravvivenza
delle cellule e, quindi, la loro proliferazione ®zione dall’apoptosi

La steatosi epatica € uno stato patologico caizttdp dall’accumulo di
grasso in una sede ectopica quale €, appuntagydtdelLa steatosi puo regredire,
restare invariata o progredire a stadi piu gravaligtlASH (Non Alcoholic
SteatoHepatitis), fibrosi e cirrosi.

Risulta, quindi, evidente l'importanza della prexeme e/o dell'intervento
precoce in modo da arrestare o, quantomeno, faedig la progressione
rispettivamente dell'insulino-resistenza a diabetedella steatosi epatica a
NASH. Per questo motivo, lo studio di molecole bgtamente attive che
possano agire contemporaneamente nel ridurre dogda obesita, di insulino-
resistenza e di steatosi epatica pud aprire nutregles nella prevenzione e/o

terapia di tali patologie.



CAPITOLO 1.

LA RESISTENZA ALL'INSULINA.

1.1. Biosintesi, struttura e azioni dell'insulina.

L’insulina € un ormone polipeptidico molto piccdlpeso molecolare di 5734),

prodotto nel pancreas dalle cell@lelelle Isole di Langerhans.
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Fig. 1. Schematizzazione di una sezione di pancredeve sono evidenziate le isole di

Langerhans le cui cellulegp producono l'insulina.

L’insulina e coinvolta nella regolazione del metidoo del glucosio, dei
grassi e delle proteine.

L’azione principale di questo ormone e quello diadsare i livelli di glucosio
nel sangue (glicemia), facilitando I'ingresso etilimzo dello stesso all’interno
delle cellule bersaglio, quali le cellule muscqglde cellule epatiche e gli
adipociti e inibendone la formazione a livello epatgluconeogenesi).

L’insulina e secreta dal pancreas endocrino sutdipo un pasto, oppure,

guando il livello del glucosio aumenta come rispoatl uno stimolo ad es. lo



stress, che induce un innalzamento ematico dellilidegli ormoni ad effetto
iperglicemizzante.

L’insulina é costituita da due catene polipeptidic note comer e . La
catenao e formata da 21 aa, [ada 30. Queste catene sono tenute assieme da
ponti disolfuro che si formano tra le cisteine wsjzione 7 e 19 della catefiee
tra le cisteine in posizione 7 e 20 della catend’integrita di questi ponti
essenziale per lattivita biologica delllormdnel’insulina nella sua forma
completa viene prodotta dalla proinsulina, mediatatglio proteolitico di un
peptide di congiunzione di 33 aa, detto peptiden@diante I'azione di una
endopeptidasi. La proinsulina a sua volta deriviladare-proinsulina, mediante
distacco di una seguenza (nota come sequenzafpnelamentale per il suo
trasporto e maturazione all'interno del reticolaeplasmatico e dell’apparato di

golgi.
MNH3+
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Fig. 2. La struttura dell'insulina

L’insulina viene sintetizzata e immagazzinata aiérno di vescicole o granuli
secretori, situati adiacentemente alla membrareanatdelle cellule. In risposta
ad uno stimolo appropriato queste vescicole si dondcon la membrana
cellulare e l'insulina viene cosi rilasciata alteso della cellula; cio significa
che la sintesi del’ormone non e regolata da fatb@msi e continua.

L’esocitosi dell’ormone, invece, & controllata; particolare, &€ stimolata

dall’eccesso di nutrienti presenti nel sangue edil@ta dalla loro carenza. La



regolazione della secrezione e di notevole impagagmerché se, normalmente,
I'insulina serve a far diminuire le concentrazidnglucosio nel sangue (infatti, &
un ormone ipoglicemizzante), durante la fase diudig, quando, invece, la

glicemia deve aumentare, con un rilascio non céiatoodi insulina si potrebbe

andare incontro ad ipoglicemie.

Sebbene sia un ormone peptidico, non € necessadsuma proteina di
trasporto per mantenerne i livelli nel sistemadaatorio, infatti, il suo trasporto
avviene in forma libera.

La quantita di insulina secreta dal pancreas dipa&ladla velocita con la quale
si innalza la glicemia, questa velocita dipenddéadaliantita di carboidrati che si
assumono, e soprattutto dal loro indice glicemi€@uando si assumono
carboidrati a basso indice glicemico: la glicemiangealza gradualmente, viene
secreta una quantita normale di insulina che @pgradualmente la glicemia ai
livelli precedenti, il cervello & ben nutrito peotte ore e non richiede altro cibo.
A seguito, invece, dell'ingestione di carboidrat alto indice glicemico, la
glicemia subisce un brusco innalzamento; vieneesg@arna notevole quantita di
insulina che causa un’altrettanto brusca diminuzidella glicemia. In questo
caso il cervello va in crisi e richiede altro cibo.

E’ chiaro, quindi, che il fattore che stimola lacsezione di insulina e
'aumento della glicemia. Le molecole di glucosintrate nelle cellulg3 del
pancreas vengono demolite, mediante ossidazionemiuzione di ATP, che
induce la chiusura di particolari canali” KATP sensibili) cui consegue una
depolarizzazione ed apertura dei canali ionici @almltaggio-dipendenti. A
guesto segue la liberazione dell'ormone.

Quando laconcentrazione di glucosio nel sangue € alta, atope un pasto, il
pancreas secerne insulina che stimola il fegatekeyare il glucosio dal sangue
per immagazzinarlo.

Siccome, la capacita del fegato di immagazzinareogio € piuttosto limitata
(circa 70 grammi), i carboidrati in eccesso vengamomvertiti in grassi e

depositati nel tessuto adiposo.



L’insulina provoca, quindi, una riduzione della ogimia, dei livelli di
amminoacidi e della quantita di grassi nel sangeterchinando un accumulo di
questi nei tessuti.

Nel fegato linsulina stimola, la formazione di @igeno, un polimero
costituito da diverse molecole di glucosio legatanicamente tra loro, il quale
costituisce una riserva energetica utilizzabile pexiodi di digiuno; in tal modo
gli organi e i tessuti avranno in qualunque momaetdla giornata un substrato
energetico disponibile. Inoltre l'insulina favoresda sintesi ed il deposito dei
grassi nelle cellule adipose spingendo la celldlai@lizzare i carboidrati come
fonte energetica.

Il principale ormone antagonista dell'insulina @liicagone, il quale agisce a
digiuno, quindi, nel momento in cui la concentragali glucosio nel sangue é
bassa; svolge un’azione catabolica agendo primogeie sul fegato dove
stimola la glicogenolisi e la gluconeogenesi, prowando, quindi, il rilascio di
glucosio dalle sue scorte e la sua emissione icoloy stimola, inoltre, la
degradazione delle proteine e il trasporto deglimamacidi, substrati necessari
per la gluconeogenesi epatica. In definitiva, iugggone ha [Ieffetto di
mantenere le concentrazioni ematiche di glucostooevalori fisiologici anche
durante il digiuno. A causa delle opposte aziotiiidsulina e del glucagone, lo
stato del flusso delle sostanze nutritive del mataimo nell’'organismo dipende
dalle quantita relative dei due ormoni.

Nello stato anabolico si registra un alto rappamgulina-glucagone, in quello

catabolico il rapporto € basso.

1.2. Lavia di trasduzione del segnale insulinico.

L’insulina & una molecola ad alto peso molecolaguidi non pud entrare
direttamente nelle cellule, ma agisce attraversoretttori presenti sulla loro
membrana plasmatica. Infatti, ogni cellula dispatierecettori specifici per

I'insulina.



| recettori per l'insulina sono delle glicoproteiréerotetrameriche di grosse
dimensioni, costituiti da due subunitae duef3 legate mediante ponti disolfuro.
Le subunitéa sono completamente extracellulari e contengonsitondi legame
per linsulina, mentre le subunit@, trans membrana, comprendono sul lato

citosolico un dominio dotato di attivita tirosininhsicéd (Figura 3).

Insuline

Citosol

Dominio tirosina chinasico contenente i domini @edi-
terminali con il sito di autofosforilazione

Fig. 3. Il recettore insulinico.

Il legame insulina-recettore da il via ad una setiereazioni a cascata e
all'attivazione di diverse proteine bersaglio. Iregsito alla interazione
dell'insulina con il recettore, le subunifavanno incontro ad autofosforilazione
su alcuni residui di tirosina del dominio citosolicL’autofosforilazione del
recettore ne stimola notevolmente ['attivita tiroshinasica e crea siti di legame
per proteine che si associano cosi al dominio @iiws delle subunitd3. Tra
gueste proteine vi € il substrato del recettoréinellina (IRS). L'IRS si associa
al recettore e viene cosi fosforilata dal recettarenolti residui di tyr, creando a
sua volta siti di legame per proteine con dominiSebme la subunita p85
dell’enzima fosfatidilinositolo-3 chinasi (PI3K) la proteina legante i recettori
dei fattori di crescita (GRB2). Si ha I'attivaziodellavia di trasduzione Grb2-
Sos-Ras-MAPIe dellala via PI-3k-PkB(Akt) (Figura 4).
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Fig.4. Rappresentazione schematica del segnale ifisico e dei
suoi effetti all'interno della cellula.

Nel primo caso la molecola GRB2, attivata dall’mtgone, mediante Il
dominio SH2, con IRS1, lega il fattore di scambio di nuclebgdaninici (SOS
o GEF) il quale a sua volta, a livello del compagnto submembranario, lega ed
attiva la proteina Ras, favorendo il passaggioad&dima inattiva Ras-GDP a
quella attiva Ras-GTP. La proteina Ras lega e atiaf-1, una serin treonin
chinasi, che fosforila e attiva MEK (MAP chinasirmdsi) a livello di due residui
di serina. La MEK fosforila la MAPK/ERK, la quala,sua volta,é in grado sia di
attivare delle proteine nel citosol e sia di traal@ nel nucleo. Nel nucleo
MAPK/ERK attiva diversi fattori di trascrizione nleari, come Elk-1, i quali, a
loro volta, determinano la trascrizione e la tradoe di un gruppo di geni, i cui
prodotti proteici portano a varie risposte cellyl&na cui il differenziamento, la
divisione e la sopravvivenza cellulare.

Anche l'enzima PI3K, come Grb2, interagendo con -IRSattraverso il
dominio SH2, viene attivato. Il PI-3K attivo conteril lipide di membrana
“fosfatidilinositolo 4,5-bifosfato”, detto anche | in fosfatidilinositolo 3,4,5-
trifosfato, PIR. Il PIP; puo agire come secondo messaggero legandosi a
particolari domini di certe proteine ad attivita/& chinasica, come la chinasi

dipendente da fosfolipidi (PDK)la quale attiva la proteina chinasi B (PKB), una
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chinasi serina / treonina, anche conosciuta contelAlquale viene fosforilata a
livello del residuo di treonind’ ed attivata dalla PD¥.

L’Akt € una proteina di 57kDa di cui esistono teoformea, B, y, (Aktl,
Akt2, Akt3, rispettivamenté) & localizzata in diversi compartimenti subcelfyla
incluso il Golgi, il reticolo endoplasmatico, i méondri e il nuclet. La sua
azione piu importante e quella che si evidenzigeiguito alla sua attivazione da
parte dell’insulina. L’'ormone, infatti, attiva PKBnel muscolo scheletrico e
PKBP negli adipocitt, la quale fosforila una delle sue proteine beisadh
glicogeno sintasi chinasi 3 (GSK3).

Nella sua forma attiva, cioe, nello stato non faito, I'enzima GSK3
fosforila la glicogeno sintasi, inattivandola e ddando la sintesi del glicogeno.
Quando GSK3 viene fosforilata dall’Akt, & convextibella forma inattiva;
quindi, impedendo [linattivazione della glicogenantasi, la cascata di
fosforilazione di proteine indotta dall'insulinarabla la sintesi del glicogeno.

Come gia detto un’importante risposta al segnald’irdmlina e la
stimolazione del trasporto del glucosio nelle delleffettuato dal trasportatore 4
del glucosio (Glut4) che proprio per azione dedliina trasloca dal suo pool di
riserva intracellulare alla membrana plasmaficiavorendo I'assunzione di
glucosio dal sangue che viene conservato sottofalinglicogeno da parte del
muscolo cardiaco e scheletrico e di triacilglicedal parte degli adipociti.

Si pensa che Akt sia anche coinvolta nel reclutamdnGlut4 alla membrana
come dimostrato da numerosi studi. Si € visto,tinfahe I'over-espressione di
PKB in cellule muscolari di ratto 6> determina un incremento dell’attivita
basale di PKB accompagnato da una significativaadtizione dell’'uptake di
glucosio, dovuto al reclutamento di Glut4 ad urellw paragonabile a quella
suscitata normalmente dall'insulina in cellule dntrollo e da un concomitante
aumento della sintesi del glicogeno e delle pretein

L’Akt fosforila le sue proteine bersaglio su residuserina e treonina tra cui
il “substrato 40 dell’Akt ricco in prolina” (PRASJ0 Interessanti studi, che
hanno avuto come oggetto questa proteina subshambmo dimostrato che la sua

fosforilazione e indotta in risposta alla stimota® con insulina in vivo in
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diversi tessuti bersaglio ed €&, invece, marcatameitiotta in uno stato di
insulino-resistenza, indotta da una dieta iperigad. L'Akt determina la

fosforilazione e [l'attivazione di diverse proteirdhe sono coinvolte nella
proliferazione cellulare, come il fattore nucleagjgale “la proteina legante
I'elemento responsivo al’AMPc” (CREB) che, fosforilato da PKB, promuove
la sopravvivenza cellulare ed inoltre inibisce bafosi, inibendo lattivita di

proteine che sono coinvolte in questo processogddattori pro-apoptotici, NF-

kB e la caspasi 9.

Infatti, & stato dimostrato che I'espressione tatstia di PKBx nelle cellule
della ghiandola mammaria di topi transgenici, p@lanibizione della morte
cellularé®. Inoltre, PKB fosforilando la caspasi 9 sul residli serina 196, porta
all'inattivazione dello stesso fattore pro-apoptofi.

Questa chinasi esercita, inoltre, anche un effaaroprotettivo contro il
danno cerebrale nel topo geneticamente modifida¢oesprime una forma attiva

della PKB nelle cellule neurondli

1.3. La resistenza all'insulina.

Tra i meccanismi che conducono all'obesita gioca runlo importante
linsulino-resistenzd. Normalmente Il'organismo ottiene il glucosio dalla
digestione del cibo nell’intestino, sia direttaneenhe in seguito alla scissione di
carboidrati piu complessi in glucosio ed altri Zuec semplici. Il glucosio viene,
inoltre, sintetizzato nel fegato, in un processtoremme gluconeogenesi. Infine,
esso viene accumulato nel fegato, nei muscoli edltin tessuti sottoforma di
glicogeno. All'occorrenza il glicogeno viene scisso glucosio e secreto nel
sangue. Il glucosio viene trasportato nel sangua €ui viene riassorbito nei
tessuti. Dopo un pasto, circa I'80% del riassorlmtoedi glucosio viene
effettuato dalle cellule muscolari. A digiuno, ieg oltre il 50% del

riassorbimento di glucosio avviene ad opera deVvetler. Questo squilibrio e
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dovuto al fatto che il glucosio rappresenta l'uricate di energia per il cervello
e l'organismo deve assicurarne un adeguato appmfaiti in condizioni di
ipoglicemia il cervello non funziona correttamente.

L’insulina & l'unico ormone in grado di abbassarkvelli di glucosio nel
sangue, riducendo il processo di gluconeogenesiaaaggiando I'accumulo di
glucosio, sottoforma di glicogeno.

Il consumo eccessivo di prodotti a base di zucchaiftnato, pero, determina
una stimolazione elevata del pancreas nella prodezdi insulina, e questo
comporta a sua volta un abbassamento del livellgldcosio nel sangue,
provocando una condizione di ipoglicemia.

Quando il pancreas non produce piu l'insulina pénlciare il consumo di
zucchero, il livello di glucosio nel sangue comanca salire in modo
significativo, per cui, quando la quantita di inealnaturale diventa inadeguata a
causa di questo meccanismo, il fegato non riestesiormare l'eccesso di
glucosio in glicogeno, causando quella condiziooia wome diabete.

Nel 1997, I'Organizzazione Mondiale della Sanitd’American Diabetes
Association si sono accordate su una nuova cleagitine del diabete mellito.

Le forme piu frequenti sono il diabete di tipo dligipo 2.

Il diabete di tipo 1 o insulino-dipendente si masif in genere durante
linfanzia o 'adolescenza, ed é caratterizzatada scarsa sintesi di insulfiall
diabete di tipo 2, o insulino-indipendente, si gppa nell’eta adulta, ma con
'aumentare dei casi di obesita, molti giovani préano questo tipo di disturbo.
La malattia si instaura quando, in seguito ad unndaa livello del recettore
dell'insulina o dei segnali interni alla cellulaeclvengono attivati in seguito
all'interazione insulina-recettore, 'ormone, pwsendo presente, non riesce ad
agire, provocando un’iperglicemia cronica, la quaemancanza di cure puo
portare al coma diabetico ed alla morte. Quindllivserici di insulina elevati a
digiuno associati a concentrazioni seriche di ghiweelevate o normali e la
secrezione di grandi quantita di insulina in rigpo& somministrazioni esogene
di glucosio, sono caratteristiche di condizionirdiulino-resistenza, intolleranza

al glucosio e diabete di tipd2* 2>
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La maggior parte dei pazienti con diabete di tipm Zre-diabetici sono
caratterizzati da resistenza all'insulina, uno cstatlato dall'incapacita
dell'insulina di produrre i suoi effetti biologia livello cellulare, di tessuto e di
organo.

All'insulino-resistenza sono associate condizidmiche, quali:

o | fattori di rischio vascolare come l'ipertensioteedislipidemia,
l'iperuricemia e la trombofilia. E’ da ipotizzardne& gran parte di queste
patologie associate allinsulino resistenza, sia dattribuire
all'iperinsulinemia che scaturisce per compensaréoiti effetti biologici
dell'insulina. Al momento attuale, comunque, noch@ro se la relazione
causa-effetto, ammesso che essa esista realmienggiedia riscontrata tra
insulino- resistenza e fattori di rischio vascolarguella rilevata tra tali
fattori e I'iperinsulinemig®;

® |'obesita, in quanto la maggioranza dei soggetéisblé insulino resistente.
E’interessante notare che [Iinsulino-resistenza l'alesita ha
caratteristiche qualitative e quantitative molimisia quella del diabete di
tipo 2. Appare quindi logico ipotizzare che propfiasulino resistenza
costituisca I'elemento fisiopatologico che metteatazione il diabete con
I'obesita. La diversita nella sensibilita insuliaiprobabilmente &€ dovuta
al fatto che l'insulino resistenza sembra avere spiacata componente
geneticd’.

| fattori che possono condurre a questo stato pmassssere diversi:

@ riduzione del numero o dell’affinita dei recettpdr I'insulina;

@ riduzione del numero o errata distribuzione inthatzre dei trasportatori
del glucosio;

® iperglicemia;

¥ elevate concentrazioni di glucagone e/o ormoneaaeéscita;

¥ aumento piu 0 meno marcato dei trigliceridi plasonatiotali o della
quantita di trigliceridi nelle VLDL,;

¥ aumento della concentrazione ematica di acidi gliassi.
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A questo proposito va detto che lI'aumento deglidiagirassi plasmatici
sopprime l'attivazione da parte dell’insulina def&3K associata a IRS-1, che
gioca un ruolo fondamentale nel trasporto del giwoel muscolo scheletritb
mediante stimolazione dell’attivita di Gli4

Studi sui ratti hanno dimostrato che l'infusionenaietaboliti lipidici attiva la
proteina chinasi C isoforma teta (PKX;-la quale, attraverso una cascata di
chinasi serinal/treonina blocca la fosforilazion#ad#rosina dell'lRS-1 stimolata
dall'insulina. Questo porta ad una riduzione de¥50ell’attivita della P1-3K°.
Inoltre, ratti con la PK@ disattivata sono protetti dall’insulino-resistenzel
muscolo scheletrico causata dai liptdi

La scoperta che un aumento del contenuto intrdastiudi metaboliti lipidici
puo direttamente inibire l'attivita di trasportol dgucosio, ha importanti risvolti
nel controllo della malattia, specialmente perchéumile meccanismo avviene
nel fegato, dove I'accumulo di metaboliti lipidicitracellulari attiva una cascata
che coinvolge anche l'isoforma della PKC, determinando una diminuzione
della fosforilazione della tirosina di IRS-2, un dieore importante nell’azione

dellinsulina a livello epatic§

Studi recenti sulla glicero-fosfato-acil-
trasferasi (GPAT) mitocondriale disattivata nei tirathanno dimostrato
chiaramente che il diacilglicerolo, un noto attivat della PKCe, € I'interruttore
che da inizio a questo procedso

Una delle pit importanti implicazioni di queste gede € che non ¢ I'obesita
di per sé che porta all'insulino-resistenza, b&ascumulo di metaboliti lipidici
intracellulari (diacilglicerolo). Questo fenomeno sato da alcuni definito
“lipotossicita”. In questa situazione clinica I'ulfha € meno efficace rispetto agli
individui normali, cio fa si che il pancreas produwguantita di insulina superiori
alla norma, per cercare di mantenere la glicemiaeivelli normali.

Ovviamente, si avra una ridotta efficacia dell'iimisa a mediare |l
riassorbimento di glucosio da parte delle cellulesoolari e del fegato; ed inoltre
nel fegato si avra produzione di glucosio per ghemmenesi e per scissione del
glicogeno. Pertanto, la resistenza all'insulinavpma un severo aumento della

glicemia (iperglicemia), ci0 aumenta ulteriormente stato di resistenza;
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condizione che puo con il tempo sfociare nelloupplo del diabete di tipo Il.
L’insulino- resistenza e una condizione patologiba puo permanere per anni 0
persino per decenni in un individuo senza provodestirbi rilevanti.

La prolungata sovrastimolazione del pancreas, liaedo di fibore amieloidi
nelle cellule di Langerhans ed il nocivo effettoglileacidi grassi in eccesso
determinano l'esaurimento della capacita secretdel pancreas, e quindi il

controllo impossibile della glicemia.
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CAPITOLO 2.

LA STEATOSI EPATICA.

2.7. NAFLD e sindrome metabolica.

La NAFLD (non-alcoholic fatty liver disease) rappeata il piu comune
disordine epatico negli Stati Uriflj infatti & considerata un problema sociale in
quanto colpisce piu di un terzo della popolazioeeegale, soprattutto i soggetti
obesi. Considerata in passato una condizione banignuna malattia che
comprende diverse condizioni clinicopatologiche cha&nno dal semplice
accumulo di trigliceridi negli epatociti (steatospatica) a steatoepatite non
alcolica (NASH), fibrosi e cirrogf.

Nella patogenesi della NAFLD entrano in gioco derdattori: I'alterazione di
ormoni importanti nella regolazione del metabolisghacidico e lipidico (leptina
e adiponectina), l'aumento di alcune citochine (¥&F interleuchine),
l'iperglicemia, il diabete di tipo 2 e lipertrigleridemia. Risulta molto forte
I'associazione tra la sindrome metabolica e NAFLD

Inizialmente si pensava che la steatosi epatica mbeolica fosse
esclusivamente una malattia degli adulti, inveggli gi osserva che risulta essere
notevolmente aumentata in tutta la popolazione32%) e interessa anche i

bambini (2,6%), raggiungendo il 53% nei bambinisitfe

2.8. Definizione, caratteristiche e cause della steatospatica.

La steatosi epatica € definita come un aumentocdetenuto di grasso
allinterno della cellula del tessuto epatico. Qaesondizione viene anche
definita come “fegato grasso”. Si parla di steatoscrovescicolare quando
I'epatocita contiene piccole gocce lipidiche, silpali steatosi macrovescicolare

nel caso in cui la cellula contiene un’unica gragdecia lipidica.
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Sebbene negli anni siano stati compiuti significatprogressi nella
comprensione della patogenesi della NAFLD, le aremmetaboliche che
portano alllaccumulo epatico di trigliceridi ed atonseguente danno
epatocellulare, restano scarsamente comprese.

Lo sviluppo di steatosi € legata al ruolo che gd® ha nel metabolismo dei
grassi ed in particolare dei trigliceridi.

Sono stati ipotizzati diversi meccanismi che pdierb portare a questo stato
patologico tra cui un aumentato trasporto o didpiitéi di acidi grassi
provenienti dalla dieta o mobilizzati dal tessutbpaso, mediante lipolisi. Un
aumentato volume degli adipociti, come si osserghsoggetto obeso, ed un
aumento dellidrolisi dei trigliceridi, causata Haperattivita della lipasi ormone
sensibile (LPS), contribuiscono ad innalzare illiy@asmatici degli acidi grassi
liberi®*® (FFA). La velocita di uptake degli FFA negli epeitbé direttamente
proporzionale alla loro concentrazione nel plasmeaguesta condizione il loro
ingresso non regolato nel fegato causera steatosi.

Altre cause responsabili della steatosi sono ligidinemia e I'iperglicemia
che promuovono la lipogenesi de novo, medianteptrégolazione del fattore di
trascrizione lipogenico “proteina 1c che lega tgineenti regolativi degli steroli”
(SREBP-1c), la cui attivazione insulino-mediataedeiina I'attivazione della
trascrizione di tutti i geni richiesti per la lipeigesi. L'overespressione di
SREBP-1C nel fegato porta allo sviluppo del fegatsso. La proteina SREBP-
1C attiva anche I'acetil-CoA carbossilasi 2 (ACGC2e produce malonil- CoA.
L’aumento della concentrazione di malonil-CoA haneorisultato il decremento
dell'ossidazione degli acidi grassi, attraversoniliizione della carnitina-
palmitoil trasferasi 1 (CPT1), la quale trasportiaagidi grassi nei mitocondri,
favorendo I'accumulo epatico di triglicerfdi In piu, la ridotta fuoriuscita di
acidi grassi dal fegato, dovuta ad una difettiveorporazione dei trigliceridi
nell'apolipoproteina B o ad una ridotta sintesilaatessa, potrebbe contribuire
all'instaurarsi di questa patologia.

Un secondo fattore di trascrizione che partecipa stiluppo della steatosi

epatica nei roditori € il recettoyeattivato da proliferatori perossisomiali, (PPAR-

19



y) richiesto per il normale differenziamento delijpatita™. In condizioni
normali PPARYy € espresso a livelli molto bassi nel fegato, negrdir & visto, che
in modelli animali insulino-resistenti e con fegajmasso, la sua espressione e
marcatamente increment&tall meccanismo molecolare attraverso cui PPAR-
promuove la deposizione di trigliceridi nel fegaion € stato ancora pienamente
compreso.

Recenti lavori suggeriscono che i mitocondri svalgain’azione importante
nella patogenesi della NASH. Quindi lo studio dfétto di molecole bioattive
sulla funzionalitd mitocondriale puo essere utgdlanricerca di possibili farmaci

per il trattamento della steatosi e della NASH.

2.3 Funzione dei mitocondri nella cellula

I mitocondri sono degli organelli cellulari di foemgeneralmente allungata,
presenti in tutte le cellule eucaristiche ed indgrdi svolgere molteplici funzioni.
La piu importante funzione svolta da questi organebnsiste nell’estrarre
energia dai substrati organici e nel convertirlafarme utili a promuovere le
diverse reazioni cellulari. Con la respirazione aodindriale la cellula opera
I'ossidazione completa dei substrati organici asepéell’ossigeno fino ad
arrivare ad anidride carbonica e ad acqua, ricamaacenergia. Vista la loro
importanza nel metabolismo cellulare, questi orlanecupano in genere una
frazione importante del volume cellulare totale.

I mitocondri sono delimitati da una doppia membraneostituiti da diversi
compartimenti, ciascuno con specifiche funzioni abetiche. La membrana
esterna permette il passaggio di piccole moleaplella interna é selettivamente
permeabile e ripiegata in estroflessioni chiamateste mitocondriali, che ne
aumentano la superficie.

Le due membrane identificano due differenti reglorspazio intermembrana,

delimitato dalle due membrane e la matrice ciratdaadalla membrana interna.
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Fig.1 Mitocondrio

La matrice mitocondriale € una soluzione acquosiongoncentrata di enzimi
e di intermedi chimici coinvolti nel metabolismoeggetico.

La produzione di energia, come gia detto, e la ime principale del
mitocondrio e viene svolta utilizzando i principgdrodotti della glicolisi,
attraverso due processi: il ciclo di Krebs e lafdakazione ossidativa. Con il
ciclo di Krebs si completa I'ossidazione dei sudistenergetici, gia iniziata nel
citosol, con formazione di NADH e FADH Il NADH e il FADH, vengono poi
utilizzati nella fosforilazione ossidativa per pusce molecole ad alta energia
(ATP). Attraverso un complesso multienzimatico,reeda funzione di catena di
trasporto, gli elettroni vengono prelevati da NABHFADH, e, dopo una serie di
passaggi intermedi, vengono ceduti all’'ossigeno eguare (Q) che viene
ridotto ad acqua. Durante il trasferimento elettonle varie proteine
trasportatrici subiscono dei cambiamenti conformazii che consentono di
trasferire dei protoni dalla matrice allo spaziterlmembrana, portando cosi alla
formazione di un gradiente protonico ed elettrico .

| diversi complessi poliproteici, responsabili delsporto degli elettroni, sono
localizzati sulla membrana interna del mitocondrio:

® Il complesso | (NADH deidrogenasi), chiamato anatmenzima Q

reduttasi, contiene diversi polipeptidi, una flgumteina e 9 centri ferro-
zolfo, che oscillano tra due stati: ossidato e tt@loTale complesso
acquista elettroni dal NADH e per ogni coppia ditebni fatta passare
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vengono trasferiti 4 protoni nello spazio intermeama. Questo
complesso trasferisce gli elettroni ricevuti dmetente al secondo
trasportatore, il coenzima®

@ Il coenzima Q, noto anche come ubichinone, presema struttura
chinonica, con una catena laterale pit 0 meno luBgso € solubile nella
membrana; cioé non ha una posizione fissa comealtgli complessi
respiratori, ma si pud muovere liberamente; questetteristica gli
consente di prendere elettroni sia dal comples$e Idal complesso Il.

@ Il complesso Il (succinico deidrogenasi) oltre @aatazare una reazione
del ciclo di Kreb%*, ossida il FADH e, come il complesso |, trasferisce
gli elettroni al coenzima Q, riducendolo; ma nomnpette il passaggio di
protoni.

2 Il complesso lll, anche detto “citocromo c reduttasceve elettroni dal
coenzima Q e li trasferisce al citocromo c e inugegirasferisce 4 protoni
nello spazio intermembrana.

@ Il complesso IV, detto “citocromo ¢ ossidasi” ceme ioni rame che
permettono il trasferimento degli elettroni dalcitomo c all’ossigeno, e

determina un nuovo ed ultimo spostamento di prot@so lo spazio

intermembrana.
Nei mitocondri, I'azione dei complessi I, Il e INa come effetto principale
quello di portare elettroni dal NADH all'ossigermoentre i complessi ll, 11l e IV

dal FADH, all’'ossigeno. Il flusso di elettroni attraversoegti trasportatori €
accompagnato al passaggio di protoni verso lo sgagrmembrana, generando
un gradiente protonico, utilizzato per fosforild&BP, attraverso il complesso V
(ATP sintasi).
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Fig. 2. Catena respiratoria

L’ATP sintasi € una pompa protonica di tipo F, @¢agh da due strutture dette
FO e F1. La subunita F1 e una proteina perifericgttdmente responsabile della
sintesi di ATP®, costituita da tre subunitde da treB, organizzate in dimeti-p,
disposti a delimitare un canale. Al centro vi & soaunitdY che si collega alla
struttura della Fo. La subunita Fo & una proteingegrale di membrana,
attraversa la membrana mitocondriale interna eitasste il canale per il
passaggio dei protoni dallo spazio intermembranda mdatrice. La proteina
strutturalmente e costituita da due subunita b diga subunita c, quest’'ultime
delimitano il canale. Il passaggio di protoni atgeso la porzione Fo determina
la rotazione della subunitd’ che a sua volta determina una variazione
conformazionale dei dimeni-p della porzione F1 e la sintesi di ATP. L’ATP
prodotta esce dal mitocondrio grazie all’enzima aSlocasi dei Nucleotidi
Adeninici”(ANT), inserito nella membrana mitoconae interna, che catalizza
lo scambio con ADP citosolico, entrante nel mitatom

Nel processo di fosforilazione della catena respira, I'ADP e il fosfato sono
dei reagenti necessari per il trasporto deglipitdal NADH all’ossigeno.

Infatti una diminuzione della disponibilitd di ADPssia una bassa richiesta di
energia) rallenta la velocita di fosforilazioneafst 4 o stato di riposo della
respirazione), portando ad un incremento del graelig@rotonico ai lati della

membrana interna e rallentando cosi la velocitaraporto degli elettroni.
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Diversamente un aumento del contenuto di ADP (mergato dall’idrolisi di
ATP, dovuto ad una maggiore richiesta di energradduce un aumento della
velocita di fosforilazione da parte del complessp atenuando il gradiente
protonico e stimolando il trasporto di elettroni eonsumo di ossigeno (stato 3 o
stato attivo della respirazione).

Infatti se ad un sistema isolato di mitocondrip &kato 4 della respirazione, si
aggiunge una quantita saturante di ADP, il consuincossigeno aumenta
bruscamente fino ad un massimo e contemporaneai¥®bfe viene fosforilato
ad ATP, Stato 3. Quando I'ADP aggiunto e stato dokfto, la velocita di
consumo dell'ossigeno ritorna allo Stato 4.

Questo fenomeno, in cui la velocita di trasportglidelettroni € controllata
dalla concentrazione di ADP, &€ chiamato control mhrte dell’accettore o
controllo respiratorio. L'indice di controllo da @ dell’accettore (RCR) e |l
rapporto tra la velocita di respirazione dei mitodo in presenza di notevoli
quantita di ADP e la velocita di respirazione iseawa di ADP.

Questo rapporto € normalmente molto alto, pud esser5 o piu nei
mitocondri intatti, ma quando i mitocondri sono deggiati perdono la loro
capacita di fosforilare I'ADP e il rapporto sceratg 1. L’'RCR € quindi un’ utile

misura dell'integrita dei mitocondri isolati.

2.4 Efficienza e disaccoppiamento della fosforilaghe ossidativa
mitocondriale.

La sintesi di ATP e il trasporto degli elettronnfio la catena respiratoria
appaiono, dunque due processi strettamente acdoppiduttavia,
I'accoppiamento tra I'ossidazione di substrati esildesi di ATP non e pari al
100%. Questo disaccoppiamento risulta essere alée liella produzione di
calore negli animali a sangue caldo.

Esistono due tipi di disaccoppiamento :
@ |l disaccoppiamento basale, il quale non é finemerdgolato ed e

presente in tutti i mitocondri.
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|l disaccoppiamento inducibile, il quale e catadizzda proteine e si trova

solo in alcuni tipi cellulari.

Il disaccoppiamento basale, definito anche condmétaprotonica basdfeé
dovuto ad una perdita protonica passiva da paita dembrana mitocondriale
interna, determinata dalle caratteristiche intrehgedella membrana stessa. La
conduttanza protonica basale non e il risultatordartefatto nell’isolamento dei
mitocondri, in quanto risulta essere presente amehenitocondri di cellule ed
organi intatti, come fegato, timociti, linfociti,uscolo scheletrico, e cuoté

Il contributo della conduttanza protonica basalea@sumo di ossigeno puo
essere molto elevato, con percentuali che oscilizao20% al 50% in tessulti
quali il fegato ed il muscolo. In particolare, tatentributo € del 20% negli
epatociti attivi e del 25% negli epatociti a ripdso

Per quanto riguarda il disaccoppiamento inducibileonduttanza protonica
indotta, in natura esistono diversi agenti disap@i e tra questi vi sono gli
acidi grassi. Nelle cellule intatte e nei tessafisi rappresentano un eccellente
substrato respiratorio in quanto forniscono eleitralla catena respiratoria.
Questa funzione maschera il loro potenziale effditaccoppiante che diventa
evidente solo in speciali condizioni fisiologichdigiuno, esercizio eccessivo) o
patologiche (diabete), caratterizzate da un inesaatumulo di acidi grasdi Il
coinvolgimento degli acidi grassi nell'indurre uvariazione dell’accoppiamento
della fosforilazione ossidativa mitocondriale e an@in dagli anni 50. Alcuni
ricercatori notarono che tali effetti venivano atiati dalla presenza di aloumina
di siero bovino (BSA), una molecola che mostra lla’aapacita di legame per
gli acidi grassi”®. Successivamente si dimostrd che gli acidi grassi
esterificati a lunga catena (NEFA) erano i reakragdisaccoppianti “naturali”,
ed in particolare la loro potenzialita dipendevladmnghezza della catena e dal
loro grado di insaturaziof®™ La differenza fondamentale tra Ieffetto
disaccoppiante degli acidi grassi e quello deisitasdisaccoppianti sintetici,
come il carbonilcianide-4-trifluorometossi-fenilerone  (FCCP) e |l
dinitrofenolo, che agiscono da protonofori, € clieagidi grassi agiscono sul

potenziale di membrana e determinano una riduzi@h@H nella matrice.
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Una possibile spiegazione di cido é stato suggedi#o Wrigglesworth e
collaboratori*. Questi ricercatori hanno evidenziato che I'olepid catalizzare
il trasporto di K e di H, attraverso il doppio strato lipidico, mediante un
meccanismo secondo il quale I'acido grasso pudotase un protone nella
matrice come acido associato (AH) o come coppi&@(A X*). La direzione
del trasporto sara determinata dalla polarita dadignte cationico e la sua
velocita dipendera dalla natura dell’acido grassdakparticolare catione della
coppia ionica. Secondo questo meccanismo, quinglifetto disaccoppiante
sarebbe la conseguenza di un afflusso tinklla matrice mitocondriale con
conseguente riduzione del potenziale di membramajuesto modo una parte
dell’energia derivata dall'incrementato flusso dieteoni, attraverso la catena
respiratoria, viene dissipata. Venne proposto quimd modello che spiegasse
I'effetto disaccoppiante degli acidi grassi. Taledello prevede l'esistenza di
carrier mitocondriali, capaci di legare e traspartagli acidi grassi carichi
negativamente (FA fuori dal mitocondrio. Sul lato citosolico, glcidi grassi
subiscono una protonazione, a causa della diffareinzH, e penetrano nella
matrice mitocondriale tramite un meccanismo flipefl Nella matrice
mitocondriale gli acidi grassi vengono nuovamergprdtonati, causando cosi il
trasferimento di un protone dallo spazio intermeanbr alla matrice

mitocondriale.
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Fig.3. Effetto disaccoppiante degli acidi grassi

Studi successivi suggerirono che gli acidi grassane in grado di
incrementare la conduttanza protonica nei mitodpndteragendo con alcuni
componenti della membrana mitocondriale internagriippo di Skulachev,
infatti, osservo che alcuni inibitori del’ANT eranin grado di abolire parte
dell’effetto disaccoppiante del palmitatoTali evidenze portarono gli autori ad
ipotizzare che I'ANT potesse essere coinvolta nehatoppiamento mediato
dagli acidi grassi. In particolare Schonfeld, a#sando uno specifico inibitore del
carrier ANT, quale la carbossiatrattiloside (CA&Yyjdenzio una correlazione tra
il grado di attivazione del carrier stesso ed 8adicoppiamento indotto dagli
acidi grass?.

Nel tessuto adiposo bruno (BAT), ossia il tessufecslizzato nella
produzione di calore, € stato provato che il disppeamento € mediato da una

proteina disaccoppiante, 'UCP1 Questa proteina forma un canale capace di
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aumentare il passaggio passivo di protoni, attssvéa membrana mitocondriale
interna dissipando, sottoforma di calore, il gratke protonico determinato
dall'ossidazione dei substrati energetici nellaenat respiratoria; offrendo cosi
una via di rientro alternativa per i protoni ridgpeta quella rappresentata
dall’ATP sintetasi. Nel 1997 sono state scopette alue proteine, omologhe alla
proteina disaccoppiante 1: 'UCP2 e TUCPS3.

La proteina UCP2 e stata trovata in tutti i tesgetimammiferi eccetto negli
epatociti parenchimalft la proteina UCP3 sembra essere una proteinafisgeci
del muscolo scheletrico e del BAT

Altre due proteine della stessa famiglia, infinkeiacate UCP4 e UCP5, sono
state ritrovate nel cervefis®:

Sebbene inizialmente si pensasse che queste @atsaccoppianti avessero
un ruolo predominante nel disaccoppiamento mitodale e quindi nella
termogenesi, ulteriori studi hanno evidenziato gtrebabilmente il ruolo
principale di queste proteine sia quello di trasgreri perossidi degli acidi grassi
attraverso la membrana mitocondriale interna. Eosipotizzato, infatti, che
queste proteine disaccoppianti mitocondriali operoome trasportatori degli
anioni degli acidi grassi perossidati. Tutto quesimporta I'estrusione di alcuni
anioni dall'interno all'esterno della membrana mdadriale interna, guidata dal
potenziale di membrana. In questo modo la facctarma della membrana
mitocondriale si libera dai perossidi degli acidagsi che altrimenti potrebbero
formare degli ossidanti altamente aggressivi, clenndggiano il DNA
mitocondriale, I'aconitasi ed altre componenti dethatrice mitocondriale. Allo
stato stazionario, la concentrazione dei perosidii acidi grassi € noto essere
basso, questo potrebbe spiegare perché 'UCP &,3,40n0 presenti in piccole
quantita generalmente insufficienti a dare un grasmtributo alla conduttanza

protonica della membrana mitocondriale.
2.5 Mitocondri e radicali liberi

I mitocondri sono i maggiori produttori cellularii dadicali liberi e nel

contempo i principali bersagli dei loro effetti chensi.
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| radicali liberi (R) sono specie chimiche capaci di esistenza indipeiede
che possiedono uno o piu elettroni spaiati nei lorbitali. Si formano nelle
cellule, sia in seguito alle loro reazioni metablod che a stimoli esterni:
radiazioni ionizzanti, elevata tensione di ossigesustanze chimiche, farmaci e
stress.

Le specie reattive dell'ossigeno (ROS) si suddimmian radicali e non
radicali. Tra i primi abbiamo :

® |l radicale superossido O

Il radicale idrossile «OH

2 Il radicale alcossile ROe

2 Il radicale perossile ROOe

La specie dell'ossigeno non radicale € il perosdiddrogeno (HO,).

Il radicale superossido (®): € una specie reattiva precursore di molte altre;
puo essere prodotto a livello della catena di émsiento elettronico
mitocondriale per trasferimento di un elettrone thaisportatori di elettroni
direttamente all’'ossigeno che quindi viene ridett@dicale superossido:

O,+e - O

Nelle nostre cellule questo radicale viene disnautat acqua ossigenata ed
ossigeno, attraverso una reazione nella quale umlacola di superossido si
ossida diventando ossigeno e l'altra si riduce erstona diventando acqua
ossigenata.

Questa reazione e catalizzata dall’enzima supef@sssmutasi

20,+2H - H,0, + O, (Equazione 1)

Il radicale superossido reagisce con proteinedilippolisaccaridi e acidi
nucleici, ma la sua reattivita € piuttosto basaaia che non rappresenta una
sostanza eccessivamente tossica per I'organismsuéaazione tossica dipende
in larga misura dalla produzione di acqua ossigeaatall'interazione con essa.

In questo modo si genera il radicale idrossile (jOma specie estremamente
reattiva in grado di interagire molta velocementan cqualsiasi molecola,
ossidandola

O’ +H,0O, - HO*+ OH+ Q@ (Equazione 2)
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Il radicale ossidrile deriva anche dall’interaziaded perossido di idrogeno con
le forme ridotte di alcuni metallo-ioni, come ilrfe bivalente o il rame
monovalente, secondo la reazione di Fenton.

H,0,+ F€" - HOs + HO + F€* (Equazione 3)

Il perossido d’idrogeno puo essere ottenuto mediamduzione bivalente
dell'ossigeno.
O, +26é+2H - H,0, (Equazione 4)

Oppure indirettamente, mediante riduzione univaledel’'O, a superossido,

seguita da dismutazione (equazione 1).

Nelle cellule I'HO, si forma come prodotto primario della riduzione

dellossigeno da parte di numerose ossidasi la foaggarte delle quali €
localizzata a livello dei perossisomi. La pericdislell’acqua ossigenata non é
dovuta ad un suo attacco diretto a livello dei congmti cellulari, bensi
all'interazione con le forme ridotte di alcuni mi&aoni e con il radicale
superossido.

| radicali perossilici derivano dalla reazione tesigeno con radicali centrati
sul carbonio (R)

Re + O, - ROO (Equazione 5)

Queste specie radicaliche hanno un ruolo molto rapte nel fenomeno della
perossidazione lipidica.

| radicali alcossilici sono formati mediante decaento di radicali perossilici.

| radicali liberi in generale agiscono a livello llde membrane cellulari,
portando alla perossidazione lipidica che comporta

® Perdita di grassi polinsaturi;

@ Alterazione della fluidita della membrana;

® Alterazione della permeabilita della membrana. \Gegalterati i rapporti

tra i lipidi e le proteine che sono immerse nellenmbrana;

30



@ Danni agli enzimi associati alla membrana;
@ Alterato trasporto ionico. Molte proteine di memimahanno la funzione
di trasporto ionico.

Un esempio di proteina danneggiata dai radicadirlie I'aconitasi, un enzima
del ciclo di Krebs, dotata nel suo sito attivo di dluster [4Fe-4S] che e |l
principale bersaglio dei superossidi. E stato psapahe il cluster [4Fe-48]
venga ossidato dallo ione superossido, formandtugter inattivo [3Fe-43] a
causa del rilascio reversibile del féftan questa reazione si formerebbe ferro e
H,O,, percio, [linattivazione dell’aconitasi mitocondié, mediata dal
superossido, potrebbe incrementare la formazioheadecale idrossilico (HOe),
attraverso la reazione di Fenton nei mitocondrie€a selettiva e reversibile
distruzione dei “cluster” [4Fe-4S], puo essere aigar stimare la concentrazione
dei superossidi nelle cellule di mammif&to

Nelle cellule sane, I'accumulo di proteine ossidateampedito dalla loro
eliminazione, per proteolisi. Le proteine degradat;o sostituite da altre
sintetizzate “de novo”, che contengono grandi gteani aminoacidi riciclati. Se
I'attacco ossidativo e forte, pu0O essere superataapacita proteolitica delle
cellule e in tali condizioni le proteine non digeripossono formare aggregati
dannosi per la cellula.

Inoltre i radicali liberi possono agire anche aelis del DNA nucleare o
mitocondriale, determinando una rottura della dapglica con formazione di
legami destabilizzanti che possono sfociare in zata

Nei mitocondri i siti maggiormente coinvolti nel@oduzione di ROS sono
localizzati a livello della catena di trasporto liedettroni (Figura 2). Il radicale
superossido si genera quando una piccola fraziogle fldsso elettronico
proveniente dai substrati, quali NADH e FAR#$iugge ai complessi della catena
respiratoria e riduce una molecola di ossigenprificipale sito di produzione del
superossido e [l'ubichinone, il quale si alterna @h stati di chinone
(completamente ossidato) e semichinone (il prodottella riduzione
monovalente); durante tale processo vi € la teral@er un elettrone di passare

direttamente all’ossigeno, invece che al carrieccessivo, con conseguente
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formazione di superossido. La catena di trasporttoaondriale puo, quindi,
cedere un elettrone all'ossigeno, mediante il @dic semichinone
dell’'ubichinon&*®

Il radicale superossido che ne risulta puo dardramerigine al perossido di
idrogeno, attraverso una reazione di dismutaziaializzata dalla superossido
dismutasi (equazione 1).

Si ritiene comunemente che la generazione mitodaleddi O, rappresenti la
maggior fonte intracellulare di radicali dell’ossigp in condizioni fisiologiche.

L’'importanza assunta dai mitocondri nella produeiah ROS e evidenziata
dagli effetti della carenza di enzimi antiossidaqtiali:

® La superossido dismutasi (SOD);
® La catalasi (CAT);
® La glutatione perossidasi (GPX);

La SOD catalizza la conversioné £n H20266,tramite I'equazione 1 in modo
da prevenirne l'azione tossica sui tessuti

Vi sono due tipi di superossido dismutasi, una Npeddente localizzata nei
mitocondri; l'altra Cu- e Zn-dipendente localizza& citoplasma.

L’ H,O, prodotta deve essere convertita isOHper impedire che i complessi
degli ioni metallici la convertino imOH ; I'enzima deputato a questo e la CAT
®“tramite la seguente reazione:

2H0, - 2H,0+ 0O,

L’ attivita di questo enzima aumenta all’aumeni@eda produzione di pO..
La GPX rimuove I' HO,?” tramite il glutatione (GSH) :

H,O, + 2GSH - GSSG + HO
La glutatione perossidasi € costituita da quattdousita proteiche, ciascuna
delle quali contiene nel sito attivo un atomo des® come selenocisteiffaper
cui tracce di Se sono essenziali nella dieta. Queszima €& presente in tutti i
tessuti, particolarmente in quelli a basso contemitCAT (muscolo e regioni

del cervello). Il fegato invece contiene alte coricazioni di entrambi gli enzimi.
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L’efficienza del sistema GPX-GSH richiede la ricersione del GSSG
(glutatione ossidato) a GSH catalizzata dalla glne riduttasi (GR), la quale
mantiene il rapporto GSH/GSSG ad un livello altdL(>: 1).

GSSG + NADPH + H - 2GSH + NADP

La reazione richiede NADPH che e prodotto nel cid pentosi-fosfato,
mediante lintervento sia della glucosio-6-fosfateidrogenasi che della 6-
fosfogluconato deidrogenasi.

Il meccanismo di difesa contro i radicali liberigpassere effettuato non solo
dall'azione degli enzimi antiossidanti ma ancheaatrso antiossidanti esogeni
che provengono dall’'alimentazione come l'acido dsico (o vitamina C) e
tocoferolo (o vitamina E).

La vitamina C e il piu importante antiossidante dleidi extracellulari.
L'ascorbato (Asc) riduce #D,, formando il radicale monodeidro-ascorbato
(radicale ascorbile), la cui relativa stabilita & dismutazione ad ascorbato e
deidroascorbato € alla base dell’attivita anticasid dell’acido ascorbico (Figura

4).

HO, Ha u HQ W
H 0. _0 -H: i i o T e i 0
HO 5 1 i weg = 0
s 12 10" ‘e —
+H* : 0 H
0- OH oH OH o
L-ascorbato (pH = 4,2) Radicale Acido deidro-L-ascorbico
ascorbile

Fig.4. Attivita antiossidante acido ascorbico

Esso e in grado di proteggere dall'azione dei eddjmerossilici ed in vitro é
stato osservato che contrasta I'ossidazione déle tontribuendo a mantenere
bassa la pressione arteriosa.

La vitamina E & abbondante nella membrana mitodalede svolge un ruolo
antiossidante nella prevenzione dell’ossidaziongli decidi grassi poliinsaturi,
evento chiave nello sviluppo del processo di pédagsone lipidica, donando un
elettrone ai radicali perossilipidici e rendendoli tal modo meno reattivi.

Durante questa reazionettocoferolo perde un elettrone formando il radiaale
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tocoferossile, che é relativamente stabile poitiiéttrone spaiato e fortemente
delocalizzato.
a—TocH+LO, -~ a—Toc¢ +L OH
A questo punto il radicale-tocoferossilico puo reagire con la vitamina C o
con il glutatione riformare di-tocoferolo.

2.6. La disfunzione mitocondriale nella NAFLD.

Da quanto detto precedentemente, i mitocondri gioaan ruolo importante nel
metabolismo della cellula, essendo il principal® sli ossidazione degli acidi
grassi e della fosforilazione ossidativa e, al tersfesso, il piu importante sito
cellulare di produzione di ROS. | mitocondri negpatociti sono abbondanti,
infatti occupano circa il 18% dell'intero volumellctare.

Diverse prove sperimentali indicano che la disfanei epatica mitocondriale
gioca un ruolo centrale nella patogenesi dellateseaepatica non alcolica,
considerata quindi una disfunzione mitocondfialee anomalie mitocondriali
associate con la NAFLD includono lesioni ultragtrtdli, diminuzione del DNA
mitocondriale (MtDNA) che codifica per proteine ion@anti nella catena di
trasporto degli elettroni, diminuzione dell'att&itdei complessi della catena
respiratoria 1, Ill, 1V, V° alterata B-ossidazione. Anomali cambiamenti
morfologici epatici sono stati osservati in pazieat modelli animali con
NASH™, infatti, la microscopia elettronica rivela chenitocondri sono grandi e
gonfi, scarsi di numero e che la matrice possietlia ahclusioni paracristalline.
Queste lesioni sono state trovate in biopsie epatidi pazienti trattati con
4,4'dietilamminoetossiestrolo, un farmaco che il I'attivita della catena
respiratoria mitocondriale e IB-ossidazion®&. Il trattamento prolungato con
questo farmaco e associato a steatosi epaticateepatiti.

Diversi meccanismi possono essere considerati pegare la disfunzione

mitocondriale che si ritrova nei pazienti e nei miicanimali con NAFLD tra i
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quali l'alterata espressione del recettore gammettigatore 1 (PGC-1) che,
normalmente, favorisce la biogenesi mitocondrialestemola la capacita
ossidativa mitocondriale a livello di diversi tessel 'eccessiva produzione di
ROS.

La B-ossidazione mitocondriale € un processo coinvaodita degradazione di
acidi grassi a corta, a media, a lunga catena,iieozimi coinvolti sono
localizzati a livello della matrice mitocondrialdentre, gli acidi grassi a corta e
media catena entrano liberamente nei mitocondrglliga lunga catena, per
passare dal citoplasma cellulare alla matrice roitddale, necessitano di un
trasporto regolato dall’attivita dell’enzima CPTQuesto trasporto € essenziale
per il metabolismo energetico della cellula, in mjoa € nella matrice
mitocondriale che gli acidi grassi vengopossidati®.

FFAs
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In particolare, gli acidi grassi una volta entrdéivono subire una reazione
ATP dipendente che porta alla formazione di un regdioestere tra il gruppo
carbossilico dell'acido grasso ed il gruppo tiolsel coenzima A, formando cosi

acil-CoA. L'acil-CoA ottenuto non puo attraversaaemembrana mitocondriale
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interna. Il gruppo acilico deve essere trasferlta earnitina e questo avviene,
appunto, ad opera della CPT1, localizzata sulla lonana mitocondriale esterna.
Sulla membrana interna del mitocondrio, inveca@calizzato I'enzima carnitina-
palmitoil transferasi Il (CPTII), che catalizza f@azione di transesterificazione
degli acidi grassi con CoA mitocondriale, rilasdancarnitina libera. A questo
punto l'acil-CoA pud andare incontro a successiwazioni enzimatiche
caratteristiche dellg-ossidazione. Gli elettroni, liberati durante I'mezione
degli acidi grassi, passano attraverso la catespiregoria dei mitocondri e,
attraverso questa via, arrivano all’ossigeno cocolacomitante fosforilazione di
ADP ad ATP.

La disfunzione della catena respiratoria mitocaadri puo direttamente
portare alla produzione di ROS. Se il trasportolidelgttroni viene interrotto in
qualche punto della catena respiratoria, il conguesespiratorio precedente
all'interruzione puo trasferire elettroni all'ossigp molecolare con produzione,
come visto in precedenza, di anione superossidoasgido d'idrogen.

L’aumento della produzione di ROS, dovuto all’esmedi acidi grassi liberi, €
stata convalidata in modelli animali affetti da NAS e successivamente
confermata anche in fegati umani, fornendo unariale prova che in tali
circostanz® si ha un aumento dello stress ossidativo.

In pazienti con NASH gli epatociti sono sovraccatiici FFA e diversi studi
hanno evidenziato che, durante questa epatopatia,um incremento dell@-
ossidazione lipidica, pertanto si verifica un autoatell'attivita della CPT1 e, in
aggiunta, PPAR attivato da un aumento di FFA, favorisce I'espi@se di
enzimi che sono coinvolti nel trasporto e nell'dsgione degli acidf. Una delle
conseguenze dell'aumento degli acidi grassi inggazNASH e I'attivazione di
vie alternative nei perossisonfl ¢ssidazione) e nei microsomb (ssidazione)
con un inevitabile aumento di radicali lib&riper cui questo effetto cumulativo
dell'ossidazione extra mitocondriale non fa altrbecaccrescere lo stress
ossidativo.

Nella NASH laumento del flusso degli acidi graskberi determina

un’aumentata ossidazione lipidica da parte dei ¢oibdri, quindi una maggior
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produzione di donatori di elettroni (NADH e FADRHnella catena di trasporto
degli elettroni e, di conseguenza, la differenzavdltaggio, attraverso la
membrana mitocondriale, aumenta fino a raggiungera soglia limite. Il
trasferimento degli elettroni all'interno del coragso Ill viene bloccafd
provocando il ritorno degli elettroni al coenzima iQquale cede uno per volta
gli elettroni all'ossigeno molecolare, generandmdusuperossido.

| ROS possono attaccare gli acidi grassi polins@RIOFA), presenti anche a
livello mitocondriale, e innescare fenomeni di @sidazione lipidica nelle
cellulé®® con formazione di sottoprodotti aldeidici che, rae emivita piu lunga
rispetto ai ROS, raggiungono distretti intra edraoellulari distanti dal loro
luogo di origine, amplificando gli effetti dello ress ossidativo. La
perossidazione dei PUFA attenua la secrezione dDLVLnei roditorf?,
contribuendo ad un ulteriore accumulo di triglidemel fegato e all’aggravarsi
della steatosi epatica.

Come abbiamo gia visto, la catena respiratoria aoitdriale genera ROS
anche in mitocondri sani, tuttavia, in condizionsidlogiche, i ROS sono
neutralizzati chimicamente dagli antiossidanti li» sma piccola quantita persiste
come radicale libero. In pazienti con NASH il danaossidativo €, invece,
maggiore perché si verifica anche una ridotta ivigtt degli enzimi
antiossidant?.

Gli studi finora effettuati portano alla concluseomhe ci sia un rapporto
inequivocabile di causa—effetto tra accumulo epatdi trigliceridi, stress

ossidativo e progressione a NASH.
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CAPITOLO 3.

GLI ORMONI TIROIDEI.

3.1. Biosintesi, secrezione e azione degli ormomoidei.

La tiroide e una ghiandola di grandi dimensiorijata nella regione anteriore
del collo, davanti e lateralmente alla laringe edoami anelli della trachea
(Figura 1).

Trachea

Fig. 1. struttura della tiroide

E formata da due lobi, destro e sinistro, riungiwha parte trasversale, detto
iIstmo. Sebbene alla nascita il peso della tiroideds 2 grammi, nell’adulto
raggiunge circa i 20 grammi, ma puo subire notevaliazioni da un individuo
all'altro. La ghiandola € costituita da piccole itayi follicoli, ognuno dei quali &
costituito da un singolo strato di cellule epitiliatireociti che delimitano una
cavita centrale, contenenti gli ormoni prodotti.eSti vengono sintetizzati dalle
cellule che circondano i follicoli, quindi riversa¢ accumulati nella cavita;
infatti, tali cellule follicolari rilasciano al ceéro del follicolo gli enzimi
responsabili della sintesi degli ormoni tiroidei @na glicoproteina, la
tireoglobulina, una proteina omodimerica di 660 Kdzhalto contenuto di residui
di tirosina. Questa proteina favorisce I'accumulel tume follicolare degli

ormoni tiroidei, sottoforma di materiale colloidgtlloide); poi, a seconda delle
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esigenze dell’organismo, vengono liberati nel sangupotranno cosi esplicare le
loro funzioni.

Adiacenti ai tireociti, sono presenti cellule di ggéori dimensioni, le cellule
parafollicolari o cellule C, che sintetizzano laotialcitonina che agisce sul
ricambio del calcio insieme al paratormone e aliamina D.

La tiroide & una ghiandola molto vascolarizzata sda funzione & quella di
secernere degli ormoni che esercitano profondi tteffsul metabolismo
energetico. Il 90% della secrezione ormonale é remggmtata dalla tiroxina,
ormone indicato con la sigla T4, il 10% dalla tadironina, ormone indicato
con la sigla T3.

L’apporto di quantita adeguate di iodio rappresemaequisito essenziale per
la normale produzione di ormoni tiroidei. Lo iod&® un elemento raro ed é
presente negli alimenti e nelle acque in quanttdabile a seconda di quello che
viene definito il “tenore iodico” dell’ambiente.

Esistono cinque fasi nel processo di formazionkdetiotironine:

¥ intrappolamento dello iodio;

¥ ossidazione dello iodio;

¥ incorporazione dello iodio nella tireoglobulina donmazione
di monoiodotirosina (MIT) e diiodotirm@ (DIT);

¥ accoppiamento di MIT e DIT con formazione di T34 T

¥ liberazione di T3 e T4 nel torrente ematico.

Le cellule follicolari assorbono lo iodio introdotton la dieta sottoforma di
ioduro (I') in un processo stimolato dall'ormone stimolaid¢idoide (TSH); esso
viene trasportato attivamente contro i suoi graigmmico ed elettrico, usando
un co-trasportatore sodio-ioduro localizzato satlambrana basale delle cellule
epiteliali tiroidee.

Lo ione ioduro penetra nella colloide, dove vierssidato ad opera delle
perossidasi tiroidee e successivamente incorpanatoresidui tirosinici della

tireoglobulina con formazione di monoiodotirosihdiT) e diiodotirosina (DIT).
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tirosina : Si formano MIT ¢ DIT

= - /4 \ NH 1
7N NH, o -CH,- CH-COOH
HO~{ Y-CHy= CH=COOH  ~ \ T ,
..-\_ .;"l he d " W e
\_} MIT HO-( - CHz- CH-COOH
1
TPO TPO

Fig. 2. Formazione di MIT e DIT.

La MIT e la DIT, poi, si uniscono a formaBg5,3’-triiodotironing, 0 T3 e la
3,5,3'-triiodotironina o rT3, due DIT si uniscono, invece, a formare
tetraiodotironing detta anche tiroxina o T4, costituita da unastita iodata in
posizione 3,5,3',5'(Fig.3).

T4
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AR /:" W\ NH,
HO Yo Y-CH, - CH-COOH
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Figura3. T3 e T4

A questo punto 'immissione nel torrente ematicddie T3 richiede lidrolisi
della tireoglobulina. Quest’ultima, quindi, passd ldme del follicolo all'interno
delle cellule tiroidee, mediante endocitosi dellallade. Le goccioline di
colloide all'interno del citoplasma si muovono weta parte basale e si fondono
con enzimi lisosomiali che provvedono alla protaotiella tireoglobulina con
liberazione di T3 e T4 che vengono, infine, rilasichel circolo sanguigno. Il
rilascio di questi ormoni viene stimolato dal TSHecsi lega ai recettori sulla
membrana delle cellule follicolari, attivando iceedo messaggero AMP ciclico;
guesto porta alla fosforilazione di una serie dit@ine delle cellule follicolari

necessarie per la proteolisi della tireoglobulinajwendi la secrezione degli
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ormoni. Molecole di MIT e DIT, liberate in segquitalla proteolisi della
tireoglobulina, vengono deiodinate all’interno detiellula follicolare in modo
tale da permettere il recupero dello iodio, che&esuccessivamente riutilizzato
nella sintesi delle iodotironine.

Dal momento che la solubilita plasmatica degli anhtooidei € limitata; essi
sono presenti in circolo legati a proteine: I'alboay la prealbumina (TBPA) e la
globulina (TBG). La TBPA e l'albumina presentancs&e affinita per questi
ormoni, quindi, ne determinano un rapido rilasde;globulina, al contrario,
mostra elevata affinita per cui i rilascia lentare®®®%. Queste proteine servono,
oltre che al trasporto, a costituire un vero e googeposito circolante di ormoni
tiroidei a cui attingere in condizioni di maggiarehiesta. Solo lo 0,03% circola
non legato a proteine e costituisce le cosiddeteidni libere FT3 ed FT4,
responsabili dell'attivita biologica.

Nonostante in un primo momento si pensasse chlaltdironine, data la loro
natura lipofilica, potessero penetrare liberamermg#e cellule, successivamente
si e arrivati alla conclusione che tali ormoni veng internalizzati nelle cellule
con meccanismi quali endocitosi mediata da protedeutilizzo di carrier
specifici presenti sulla membrana plasméfica

E’ noto, infatti, che gli ormoni tiroidei si legana proteine con massa
molecolare compresa tra 30 e 70 KDa presenti su#mbrana plasmatica di
diversi tipi cellulari®. Recentemente & stato clonato un trasportator@r@pente
alla famiglia dei carriers degli aminoacidi mondmassilici (MCT8) che presenta
elevata attivita di trasporto ed alta specificigr ta T3". Inoltre, nel ratto, la
captazione dellormone sembra essere mediata dapdrtatore degli acidi
grassi: esso sarebbe in grado di trasportare iseig grassi a lunga catena che

le iodotironine.

3.2. Asse ipotalamo-ipofisi-tiroide.
L’attivita della tiroide é regolata da un sofistieaistema di controllo, formato
dall'ipotalamo e dall'ipofisi. L'ipotalamo é un’aagparticolare posta alla base del

cervello, mentre lipofisi € un’ area piu piccolpega poco piu di mezzo
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grammo), ma importantissima ghiandola endocrinaiatt proprio sotto
I'ipotalamo.

Il ruolo dell'ipotalamo € quello di secernere I'awne di rilascio della
tireotropina (TRH), il quale va a stimolare il sl@o di TSH da parte dell’ipofisi.
I TSH e un ormone formato da due subunitaaspecifica, presente anche in
ormoni come FSH e LHf specifica, fondamentale per [l'attivita biologica
dell’ormone.

I TSH agisce a livello di recettori posti sulla mierana delle cellule
follicolari tiroidee, attivando, tramite una pratai G, I'adenilato ciclasi, che
permette la produzione di cAMP, il quale, agendmecsecondo messaggero,
media gli effetti stimolati dal TSH quali: la siste di tireoglobulina,
l'intrappolamento dello iodio, I'endocitosi dellaoltoide, la proteolisi della

tireoglobulina e la liberazione di T3 e T4.

cervello™~,
#—— IPOT ALAMO

E”izg Wh

Figura 4. Asse ipotalamo-ipofisi-tiroidei.

Tra il sistemaipotalamagipofisi e la tiroide vi € un continuo scambio di
informazioni per mantenere nei limiti della normiavelli di T3 e T4 nel sangue,
infatti aumentando i livelli degli ormoni tiroideircolanti si blocca la secrezione
del TSH; invece quando i livelli di T3 e T4 si rchno, la secrezione del TSH
aumenta.Questo meccanismo di regolazione € definito “feekbaegativo”
(autoregolaziong Poiché, la secrezione di TSH subisce variazimmime
nell'arco della giornata, anche la secrezione di €f3a sua concentrazione

plasmatica sono relativamente costanti.
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3.3.  Metabolismo periferico.

Per anni si € ritenuto erroneamente che la T4 fbmgeone attivo, ma oggi €
noto che la T3 e il principale mediatore dell'atfv tiroidea sulle cellule
bersaglio. La tiroide produce anche la 3,5,3'-tiabronina, o T3 reverse, ma in
guantita minima (5%) ed € comunque inattiva; ldam® parte € il frutto della
deiodinazione periferica della %4 Nel siero, inoltre, sono presenti altre
iodotironine: si tratta di tre diiodotironine (3;82, 3,5-T2 e 3',5-T2) e di due
monoiodotironine (3’-T1 e 3-T1).

La principale via del metabolismo del’ormone tited & ladeiodinazion®
(Figura 5), infatti la produzione giornaliera di T8rrisponde al 20% della sua
produzione totale, mentre il restante 80% derividadieiodinazione nei tessuti
periferici di T4 in T3.

|
|\ T4
HOQO H2 GH COO-
NH3+
[
HO @—o CH2 CH COO-
/ NH3+ | rT3

HO @OQ_CHz CH COO-
N |

, o/ / NH3+

: 3,3-T2 PO ‘

| I/ NH3+

| ) 3 5-T2 L

L 3,5-T2 N ]
NH3+ |

| | NH3+

Fig. 5. Deiodinazione periferica delle iodotironine

(le linee tratteggiate rappresentano la deiodinazite dell'anello esterno).
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Per deiodinazione dell’anello fenolico esternotilexina viene convertita in
T3; la deiodinazione dell’anello tirosilico internmvece, porta alla formazione
di rT3. Entrambe le triiodotironine possono essdteriormente deiodinate con
produzione delle diiodotironine presenti nel sieda: T3 potenzialmente
produrrebbe 3,3’-T2 e 3,5-T2, mentre la rT3 prodobe 3,3-T2 e 3',5'-T2.

La deiodinazione & operata da una serie di enzanobwhinati iodotironine

deiodinasi (ID) di cui ne sono stati individuat tipi.

ID-1

La iodotironina deiodinasi di tipo | € presente rMegato e nel rene, ed e
localizzata, inoltre, nel reticolo endoplasmaticellel cellule epatiche e nella
membrana plasmatica delle cellule renali e di guéloidee. Questo enzima
richiede tioli, quali il ditiotriolo (DTT), come dattori in vitro ed il glutatione
come cofattore in viv. Agisce sia sull'anello interno che su quello este
delle iodotironine e, sebbene esibisca una pretarper la rT3 come substrato, €
importante per la produzione periferica di T3 ddllk L’attivita della ID-1 e
inibita dai tiouracili, come il propiltiouracile {RJ), e dall'acido iopanoico
(IOPA). La sua espressione, inoltre, e ridotta @scc di ipotiroidismo ed é,

invece, incrementata durante l'ipertiroidismo.

ID-

La iodotironina deiodinasi di tipo Il e presentepiatutto a livello del
cervello, dell'ipofisi, del BAT e della placentaeNuomo si ritrova anche nella
tiroide, nel cuore e nel muscolo scheletficguesto enzima ha esclusivamente
attivita deiodinasica dell'anello esterno ed €, nqui importante per la
produzione intracellulare della T3 in questi teSSutnoltre mantiene un livello
costante di T3 nel sistema nervoso centrale.

In caso di ipotiroidismo, tuttavia, la produzionelldrmone, attraverso la
conversione di T4, mediante ID-II, pud diventareauonte importante di T3

circolante.
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La sua attivita enzimatica € alta nell'ipotiroidisra bassa nell’'ipertiroidismo.
La ID-II e insensibile al PTU, ma é inibita dallido iopanoico sia in vivo che in

vitro®2.

ID-I11I

La iodotironina deidoinasi di tipo Ill, presentel mwervello, nella pelle, nella
placenta ed in alcuni tessuti fetdfi* ha soltanto attivita deiodinasica dell’anello
interno e permette, quindi, la produzione della @rdartire dalla T4. La sua
attivita e inibita dallo IOPA.

3.4. Recettori degli ormoni tiroidei.

Gli ormoni tiroidei esercitano una molteplicita effetti importanti per lo
sviluppo, la differenziazione ed il metabolismo.ptimi due effetti sono
particolarmente importanti nelle prime fasi deliolgpo e un loro deficit nel
periodo neonatale ha conseguenze gravi, come awpexel ritardo mentale e
disturbi della crescita. Nell’adulto, invece, l'effo complessivo degli ormoni
tiroidei € quello di fornire substrati per il metdismo ossidativo; hanno azione
termogenica e determinano un aumento del consumossigeno in diversi
tessuti, come dimostrato in seguito agli importasfperimenti compiuti da Tata
e collaboratori nel 1960°°" Questi autori dimostrarono che la singola
somministrazione di T3 in ratti ipotiroidei stimgk dopo 2-3 giorni, il tasso
metabolico basale, mediante azione a livello mitokc@le, attraverso un
disaccoppiamento della catena di trasporto degdttrehi; meccanismo che
veniva, invece, bloccato dalla simultanea sommigusdbne di actinomicina D,
un soppressore della sintesi proteica.

Gli ormoni tiroidei sono, inoltre, in grado di imggire con altri ormoni per
controllare il metabolismo proteico, lipidico e d=rboidrati. Tutto cio avviene

quando la T3 lega il suo recettore innescandodsctizione, la traduzione e,
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quindi, la sintesi di nuove proteine, mediando igpaste cellulari di cui sono
ritenute responsabili.

All'inizio degli anni '70 Oppenheimer e collaboraitesono stati i primi a
descrivere la presenza di specifici siti di legaandivello nucleare con alta
affinita per T3 a livello del fegato e del renerditc®. In seguito tali siti sono
stati trovati anche in altri tessuti e colture gklt€’®. Nel 1986, due gruppi di
lavoro hanno riportato I'identificazione del pradocogene cellulare c-erbA che
codifica per il recettore dellormone tiroid®® (TR), appartenente alla
superfamiglia dei recettori nuclefi che include i recettori per gli estrogeni,
progesterone, glucocorticoidi, acido retinico, witaa D3 e proliferatori
perossisomialf> Tale recettore & intimamente associato alla ctioma lega

I'ormone con un’alta affinita e specifictt&

Struttura
H2 — l [ l [—COOoH primaria

Doréinio di Dorlninio di generale
legame al legame
DNA (68 a.a.)  all’'ormone (225-

285a.a.)

Regione variabile (100-
500 a.a.)

Recettore per gli
1] [ [ 1 [ |553  estrogeni

Recettore per il
progesterone

1 [ [ ] |946

Recettore per i

1] [ [ | 1777 glucocorticoidi

Recettore dellormone

L [ ] |406 tiroideo

Recettore dell'acido
retinoico

1 [ [ ] [ |432

Fig. 6. Struttura di alcuni membri della superfamidia dei recettori nucleari.

Il numero di questi recettori varia a seconda ¢ di tessuto: il fegato,
I'ipofisi, il rene, il cuore, il cervello ne hannmolti; al contrario, la milza, i
testicoli possiedono un numero di recettori moltohasso.

Sono stati individuati due geni, c-erbA (@Re c-erbB (TH) che codificano
per differenti isoforme dei recettori per le iodotiine: a, localizzato sul

cromosoma 7 @ localizzato sul cromosoma 3. Il geaeda origine, per splicing
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alternativo, a tre isoforme recettoriall, a2, a3) che differiscono per la regione
C-terminale a valle del residuo aminoacidico 378 idoformen2 ea3 non sono
funzionali perché non sono in grado di legare I'on®, dato che il sito di legame
risiede proprio nella regione C-terminale. Anche&akcritto primario del geng
va incontro a splicing alternativo con produzionella isoforme 31 e B2,
entrambe funzionali.

La T3 entra nelle cellule e migra al nucleo, dovéega al suo recettore; il
complesso T3-recettore regola lattivita di genirdaglio, modulandone la
trascrizione e legando, in genere, siti speciitiBNA conosciuti come elementi
responsivi all'ormone tiroideo (TRES) presenti aellcinanza dei geni bersaglio
di T3. Questi elementi contengono due copie di weguenza generale
abbastanza conservata: AGGTCA.

I TR sono presenti sotto forma di monomeri, omodiméimeri al1-p1 ed
eterodimeri con proteine ausiliarie (TRAP) che @mentano il legame con i
TRE 104—105.

| TR formano eterodimeri anche con il recettord’a@edo retinoico e con |l
recettore per il retinoide (RAR e RXR); I'eterodinzegazione incrementa il

legame con gli elementi responsivi (Figura 7).

Eterodimero con
) proteine nucleari .
omodimero TRAP, RXR e RAR Dimero

recettore/recettore
— TRE
omodimero Eterodimero con proteine
monomero nucleari TRAP, RXR e RAR

Fig. 7. | TR riconoscono i siti di legame sul DNATRE) in forma di monomeri,

omodimeri ed eterodimeri.
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3.5 Effetti trascrizionali e post-trascrizionali ddla T3.

La T3 attiva la trascrizione dei geni codificanéirp componenti della catena
respiratoria mitocondriale; questo ormone, legandogropri recettori, stimola
'espressione di fattori di trascrizione, fattoespiratori nucleari (NRF), che
inducono l'espressione di proteine mitocondriabme quelle della catena di
trasporto degli elettroni, stimola I'espressiondled@roteine del sistema della
fosforilazione ossidativa e degli enzimi coinvaottella loro sintesi. Un altro
importante fattore di trascrizione € GABP/NRF-2, amtivatore dei geni che
codificano per le subunita della citocromo ossifsinoltre, la T3 influenza
indirettamente I'attivita dei mitocondri attravergoregolazione dei componenti
dellapparato respiratorio codificati dal nucleo attraverso effetti
sull’espressione nucleare di specifici fattorirdiscrizione mitocondriali come gl
mtTFA™’ incrementando I'espressione dei componenti get@ato respiratorio
codificati dal mt-DNA. Dunque la principale modalid’azione dell’'ormone
tiroideo e quella nucleare: la T3 é responsabiltadenento del metabolismo di
riposo con un “effetto a lungo termine”, mediatdalgintesi proteica.

Gli ormoni tiroidei non influenzano, pero, I'esps&me genica soltanto a
livello della trascrizione, ma anche a livello delformazione dellmRNA
maturo, del suo trasporto al compartimento citesod del suo turn-over. Inoltre,
influenzano la sintesi proteica, stimolano il siséedi trasporto del calcio, (tale
effetto e stato evidenziato negli eritrociti, mala@ in cellule nucleate di tessuti
quali il fegato, il cuore e il rene), il quale pua, seguito, provocare effetti sul
metabolismo osservati, ad esempio, al livello déilita dell’adenilato ciclad®
In piu, I'effetto degli ormoni tiroidei si rifletteanche sul numero dei mitocondri,
sul contenuto dei citocromi, sull’area della sujpssf interna mitocondriale e
sulla velocita respiratoria.

Proprio per quanto riguarda la velocita respiratomitocondriale & stato

dimostrato che la T3 € in grado di influenzarelsiatato 4 (respirazione basale)
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che lo stato 3 (respirazione con sintesi di ATRfluenza lo stato 3, attraverso la
stimolazione dei processi che coinvolgono la fakimione e [|'esporto
del’ATP'®® grazie all'induzione del’ANTY.

L'effetto sullo stato 4, inoltre, sembra dovuto’iairemento della perdita
protonica, attraverso la membrana mitocondrialerira (proton leakj™.

L’aumento della velocita respiratoria mitocondrialesservabile anche dopo
pochi minuti dalla somministrazione di T3. Un matsano capace di spiegare il
rapido effetto dellormone prevede una sua intemai diretta con recettori

mitocondriali.

3.6. Recettori mitocondriali per la T3.

Diversi studi hanno dimostrato che esistono, allbvenitocondriale, delle
proteine che avrebbero il ruolo di recettori, iragto in grado di legare I'ormone
tiroideo.

Alcuni autori hanno isolato una proteina con massécolare di 28 KDa che
mostra elevata affinita per la T3. Poiché I'ANT le&ta da cuore bovino lega la
T3 con elevata affinita e bassa capacita di leg&imi ipotizzato che potesse
essere il recettore mitocondriale identificato derlghg. Tuttavia la sequenza di
28 KDa relativa alla proteina che lega la T3 nellembrana interna non presenta
similitudine con la sequenza dellANT che é di aif0 KDa.

Goglia e coll. (1981)* hanno evidenziato ed isolato dei siti di legame pe
'ormone tiroideo da mitocondri di fegato di ratth.legame della T3 con i
mitocondri & stato evidenziato su una frazione oaitmlriale arricchita di
membrane mitocondriali interne. Inoltre, tali sidi legame presentano
caratteristiche differenti dagli altri siti cellulal siti estratti dalla membrana
mitocondriale interna, al contrario dei siti nugleaaon mostrano dipendenza
dagli agenti riducenti e presentano una differeafinita per gli analoghi,

specialmente per la 3,3’-T2, verso cui hanno unggiaae affinita.
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Ricerche successiVd, effettuate con tecniche autoradiografiche, hanno
dimostrato che, in vivo, la T3 radioattiva si legganitocondri.

Mediante western blotting, sono state identificite bande proteiche di 48 e
55 KDa in estratti mitocondriali gia identificateroe recettori nucleari per T3.
Gli mRNA che codificano per le suddette subunita reeettori per 'ormone
tiroideo, sono stati localizzati nella matrice pimsmatica, non nei mitocondri,
suggerendo che tali recettori, codificati dal naclprovengano da un pool di
precursori polipeptidici citoplasmatici che potrebb essere trasportati nel
mitocondrio. Sono poi stati individuati due sitildgame per la T3 situati nella
membrana interna e nella matrice dei mitocanursiti di legame per la T3 sono

stati identificati anche nella membrana mitocordresterna.

3.7. Proteine citosoliche che legano la T3.

Proteine capaci di legare la T3 sono state ideatd#i anche nel citosol di
cellule costituenti diversi tessuti. L'affinita cooui queste proteine legano
I'ormone tiroideo, pero, e risultata essere pitshasspetto a quella dei recettori
nucleari. Probabilmente il ruolo di tali proteinegéello di creare una riserva di
T3 nella celluld™® Tali proteine sono dette CTBP e alcune dipenddatta
presenza di NADPH. E stata identificata una CTBR&liKDa, purificata dal
rene di ratto. Quando essa lega il NADPH permaetteaslocazione dell’'ormone
tiroideo nel mitocondrio. In vitro questa proteingisce il legame della T3 con
il nucleo forse perché il suo ruolo é quello dspartare T3 al mitocondrio e non
al nucleo, a cui perd & capace di legarsi se le§ame DTT".

Un’altra CTBP é stata identificata nelle celluléragliari di ratto in coltura. E
una proteina di 65 KDa dipendente anch’essa daflsgmza di NADPH. Quando
il NADPH viene ossidato, tale proteina non legal® anzi ne promuove il
rilascio.

Anche nel fegato di ratto e stata evidenziata uff®RK; dipendente dal
NADPH, legante due molecole di T3 su ogni sua sitéun

Nelluomo sono state evidenziate altre proteineptasmatiche che legano

I'ormone tiroideo. Una di queste CTBP ha una masskecolare di 58 KDa ed e
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una subunita dell’enzima piruvato chinasi, indipemte dal NADPH'™® Un’altra
proteina umana che lega la T3, isolata dal renaideio™® ha massa molecolare

di 38 KDa e lega la T3 grazie al NADPH, ma nonriesenza del NADP.
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CAPITOLO 4.

3,5-DIIODO-L-TIRONINA.

4.1. Ruolo della T2 nel metabolismo energetico.

\

Oggi € noto che, oltre alla T3 e alla T4, altre atmnine, da sempre
considerate solo molecole inattive prodotte dalametismo periferico della T3,
possono influenzare il metabolismo di riposo. Traesie emergono le
diiodotironine, in particolare la 3,5-Diiodo-I-tinma (T2).

Alcuni studi hanno dimostrato che frazioni mitocoall arricchite di
membrane interne isolate da fegato presentavad ggame per la T3, siti che
mostravano elevata affinita per la 3-5'-diiodotirmat®. Circa dieci anni dopo fu
evidenziato che la T2, come la T3, a concentrazjmeme a 1pM, provoca una
rapida stimolazione (pochi minuti) del consumo dsigeno nel fegato perfuso
ottenuto da ratti ipotiroid&°

Tuttavia 'effetto della T3, ma non quello della,T&a abolito dalla presenza
di un inibitore dell'attivita della deiodinasi dipb 1, suggerendo che gli effetti
della T3 fossero il risultato della sua conversiang.

Successivamente furono condotti molti studi per m@ndere gli effetti della
T2 sul metabolismo energetico, sulla respirazior@lulare e su quella
mitocondriale. La somministrazione di una singadsealdi T2 ha un effetto piu
rapido sulla respirazione mitocondriale rispetta dl13, in quanto l'effetto della
prima & evidente gia dopo un’ora, mentre quelltedEB dopo 24 oré™.

Inoltre, I'effetto della T2 € indipendente dallanteisi proteica in quanto e
evidente anche in presenza di cicloesirtfideCio ha suggerito che gli effetti
della T2 fossero mediati da un’interazione diretta i mitocondri, mentre quelli
della T3 fossero il risultato della sua azione wello nuclear&® Sembra,

dunque, che gli effetti della T2 sul metabolismansi soprattutto extranucleari.
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L'effetto della T2 sulla velocita del consumo dismgno mitocondriale ha
suggerito che la stessa iodotironina potesse awereffetto sul metabolismo
energetico dell'intero animale. Tale ipotesi fu f'mmata da risultati ottenuti da
Lanni e collaboratori (199%". Tali autori iniettarono una singola dose di
diiodotironina a ratti ipotiroidei che presentavaiiattivita degli enzimi
deiodinasi bloccata ed esaminarono i cambiametié welocita del metabolismo
di riposo (RMR). In effetti, I'RMR degli animali gdiroidei, che era
significativamente ridotto rispetto a quello demlimali eutiroidei, rispondeva in
maniera differente in seguito alla somministraziainel3 o T2 (entrambe alla
dose di 25ug / 100 g pc). La T3, infatti, induceva un increteenellRMR di
qguasi il 35% che iniziava 25-30 ore dopo la somstrazione della iodotironina,
raggiungeva un massimo valore a 50-75 ore e supgalva fino a 5-6 giorni
dopo la somministrazione. L’iniezione della T2 a#iiessa dose induceva una
risposta diversa con incremento del’RMR (di qu&di0%) che iniziava tra 6 e
12 ore dopo la somministrazione, raggiungendo urcaqpia 24-30 ore e
terminando quasi dopo 48 ore. Inoltre, se le imdoithe venivano somministrate
simultaneamente all’actinomicina D, la stimolazialed’RMR da parte di T3 era
guasi completamente abolita, mentre quella indddlea T2 non causava alcuna
attenuazione della stimolazione rilevata dalld’TZrali dati sostengono l'ipotesi

di un meccanismo d’azione della T2 indipendentendaleo.
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Fig. 1 Descrizione dei meccanismi proposti per géffetti di T3 e T2 sul’lRMR. Sono stati
misurati gli effetti sul’lRMR di una singola iniezione di T2 o T3 in animali resi ipotiroidei
in seguito al trattamento con PTU e IOPA (P+l). Inqueste condizioni la T2 e la T3
incrementano I'RMR sebbene i loro offetti differisano in termini di time course e di
dipendenza dalla sintesi proteica. La T3 agisce tmaite un pathway mediato dal nucleo: il
suo massimo effetto si rileva dopo 2-3 giorni e vie completamente bloccato dalla
simultanea somministrazione di actinomicina D. Al ontrario, la T2 stimola 'RMR in

modo rapido: il suo massimo effetto di rileva gia dpo un giorno ed e insensibile
all'actinomicina D.

La rapida capacita eccito-metabolica della T2,gaddente dalla trascrizione,
ha suggerito che essa potesse essere coinvoltaazisni in cui € richiesta una
rapida produzione di calore, quale ad esempiopdsgione al freddo, ma
attraverso differenti meccanisiffi In ratti ipotiroidei esposti ad una temperatura
di 4°C, sia la T3 che la T2 (somministrate cronieate) aumentano la spesa
energetica dell’animale e stimolano I'attivita @etitocromo ossidasi (COX) di
tessuti metabolicamente molto attivi come il cudtemuscolo scheletrico, |l
fegato ed il BAT.
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Un importante esperimento sull’effetto metabolisereitato in vivo dalla T2
fu condotto da Cimmino e collaboratori (19%6)che monitorarono la spesa
energetica giornaliera, attraverso la misura dehsomo di ossigeno e la
produzione di biossido di carbonio, dellanimale iwto. Tali autori
evidenziarono che la somministrazione di T3 o di &Z2ratti ipotiroidei
ripristinava il valore della spesa energetica taristica degli animali. Lo stesso
studio indicava che la T2 e in grado di stimolargnificativamente laf-
ossidazione lipidica.

Nonostante gli effetti in vivo della T2 su animgotiroidei siano chiari e
riproducibili, la somministrazione della stessati reutiroidei non provoca alcun
cambiamento nellRMR. Piu fenomeni potrebbero essdla base del mancato
effetto della T2 negli animali eutiroidei:

@ l|a T2 viene velocemente metabolizzata;

® |a diiodotironina non entra adeguatamente nellieleel

¥ per raggiungere i bersagli cellulari la diiodotimma ha bisogno di

un precursore come la T3.

Lo stato metabolico degli animali (composizionelalalieta) pud avere un
ruolo nel permettere agli effetti metabolici di @Ressere rilevati.

Moreno e collaborator® hanno esaminato il cambiamento nellRMR dopo
somministrazione di T3 a ratti eutiroidei ed hawopomparato i risultati con quelli
ottenuti dopo iniezione acuta della stessa iodoiti@ in ratti resi ipotiroidei, che
presentavano le deiodinasi bloccate, e in rattir@dei che presentavano
un’inibizione delle deiodinasi.

| risultati hanno evidenziato che :

@ l'inieizione acuta della T3 a ratti eutiroidei ha evidente effetto
sullRMR che precede di circa 25 ore l'effetto ass¢o nei ratti
ipotiroidei;

@ la simultanea somministrazione di actinomicina Dibiwa
completamente l'ultima parte dell’'effetto indotta dI'3 sul’lRMR di

animali eutiroidei, ma non ne aboliva I'effetto poee;
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@ la somministrazione di T3 e di actinomicina D adinali
ipotiroidei con le deiodinasi bloccate confermaweadompleta perdita
dell’effetto della T3 gia osservato in precedenaglidstessi autot®:

0 in ratti eutiroidei I'inibizione acuta delle deiodisi, che avveniva
ore prima della somministrazione della T3, risudt@tv una riduzione della
parte precoce dell'effetto della T3 (che era andheipendente
dall'actinomicina D), indicando che la deiodinazodella T3 era una
tappa metabolica necessaria per produrre il sutteff

@ il massimo incremento nellRMR che, risultava ess&ctinomicina
D insensibile, coincideva con il massimo della @niazione epatica di
T2, fenomeno che si verificava circa 25 ore dopudzione di T3 a ratti
eutiroidel.

Questi risultati indicano che:

@ parte dell'iniziale cambiamento nel’lRMR dopo somisirazione
di T3 in ratti eutiroidei € dovuto alla sua conveng in T2 che & noto
essere indipendente dall’actinomicina D;

@ la T3 e il precursore, in vivo, della T2.

4.2. Bersagli cellulari della T2.

L'idea dell’'esistenza di una proteina citoplasneatdi legame (CTPB) che
potesse mediare I'effetto della diodotironina flaaxata in seguito alla scoperta,
attraverso marcatura per fotoaffinita, di siti dgame per la T2 nel citosol di
cellule di fegato di ratto. Furono identificate pteine: una di 86, una di 66 e la
terza di 38kD¥®. Quest'ultima mostrava una maggiore affinita par T2,
legandola in assenza di NADPH, mentre la stess&ipeoera anche in grado di
legare la T3 ma solo in presenza di NADPH. Siticepe di legame per la T2
sono stati anche evidenziati nei mitocondri di fegdi ratto. Essi mostrano
un’alta affinita (dell'ordine di 18™) ed una bassa capacita di legame (0,4-0,6
pmoli / mg proteiney®.

Le analisi di competizione hanno mostrato che idsttdl siti sono altamente

specifici per la T2 e che altre iodotironine, quiB’-T2, T3 e T4, sono in grado
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di competere significativamente soltanto quandoospresenti ad un’elevata
concentrazione.

Per comprendere meglio la natura biochimica di guss mitocondriali,
Lombardi e collaboratori (1998} hanno effettuato studi nei quali la “top down
elasticity analysis” era applicata ai mitocondal&ti da ratti in cui era iniettata la
diiodotironina in maniera acuta. | risultati harmostrato che, un’ora dopo la sua
somministrazione, la T2 ha effetto sulle cineticde reazioni coinvolte
nell’ossidazione dei substrif. La diiodotironina agisce su due blocchi di
reazioni della catena respiratoria: il complesso (BOX) ed il blocco delle
reazioni coinvolte nella riduzione dei citocromol@. scoperta che I'aggiunta di
T2 al complesso della COX, isolato dai mitocondrtubre bovino, stimolava la
sua attivita indica che tale complesso puo essevalai bersagli della T2.

Arnold e collaboratori (1998}, usando procedure di marcatura per
fotoaffinita, identificarono la subunita Va del cplasso COX come sito di
legame per la T2. La natura specifica del legamstata confermata utilizzando
un anticorpo monoclonale contro la subunita Vapliesenza del quale veniva
impedito il legame della diiodotironina alla subm@nistess&. Altre azioni
indirettamente coinvolgenti i mitocondri potrebberostituire parte dell’effetto
biologico della T2. Infatti, Hummerich e collabaret(1989)* hanno suggerito
un’influenza della diiodotironina sull’attivita naitondriale che potrebbe essere
mediata da un incremento nella captazione di calkhe si traduce in
un’incrementata attivita dei mitocondri dovuta alimento dell’attivita delle
deidrogenasi mitocondriaff. Questo dovrebbe portare ad un incremento nella
quantita di substrati ridotti disponibili per lateaa respiratoria.

E’ stato evidenziato che la T2 e in grado di aguealcuni importanti enzimi
bersaglio dell’ormone tiroideo come quelli lipoganienzima malico e glucosio
6-fosfato deidrogenasi). La T2 é 3-5 volte piu pteedella T3 nello stimolare
I'attivita della glucosio 6-fosfato deidrogenasigieD); il suo effetto non € né
influenzato da inibitori della sintesi proteica, né@duce cambiamenti
nell'espressione del’mRNA di G6PD.
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4.3. Importanza della T2 nel ridurre I'adiposita nd ratti.

L’'obesita, definita come aumento della massa dsdui® adiposo, comporta
un piu alto rischio di incorrere in malattie canhgcolari e metaboliche come
diabete, steatosi epatica, dislipidemia e malati®nariche. Fino ad ora ci sono
stati pochi trattamenti per curare I'obesita ede eelative complicazioni.

Gli ormoni tiroidei causano riduzione di peso atti@&o un’incrementata
velocita metabolica ed una riduzione delle lipopr¢ a bassa densita (LDL)
tramite sia un’up-regolazione dei recettori dellBLLche un incremento nel
metabolismo del colesterolo. Nonostante cio, lacoaritante induzione di uno
stato tireotossico (incremento della massa deitade e del cuore, tachicardia,
fibrillazione atriale, riduzione della massa musce) ha limitato I'utilizzo degli
ormoni tiroidei e/o dei loro agonisti come agentincattivita anti-obesita. |
tentativi per eliminare gli effetti collaterali (s@ttutto quelli cardiovascolari),
mediante la somministrazione dei bloccafitadrenergici, non prevenivano
I'eccessivo decremento nella massa corporea magra.

L'utilizzo di analoghi (essendo privi di effetti réiotossici) dovrebbe
rappresentare un progresso terapeutico potenzitdmalido. La T2 puo indurre
inefficienza metabolica, stimolando la perdita demia mediante meccanismi
che coinvolgono I'apparato mitocondriale piuttoshe i recettori nucleari per la
T3. Una tale azione potrebbe risultare nella ridnei dell’adiposita e del peso
corporeo senza indurre una sindrome clinica retet@allo stato tireotossico.

Recenti ricerche suggeriscono che la somministngzidella T2 a ratti che
ricevono una dieta iperlipidica € in grado di ridud’adiposita ed il peso
corporeo senza indurre cambiamenti nei livelli gedi T3 e T4%. | ratti che
ricevevano contemporaneamente alla dieta ipertpith T2 quando paragonati
ai ratti che ricevevano solo una dieta iperlipidieasumevano una maggiore
quantita di cibo e mostravano un peso corporecbpiaso (i loro pesi corporei
non erano diversi da quelli dei ratti normali ntitdgon una dieta standard).
Inoltre, questi ratti avevano circa il 50% di magsassa in meno, mentre la loro

massSa magra non era variata.
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CAPITOLO 5.

SCOPO DELLA TESI.

Una delle funzioni svolte dalla T3, principale omeairoideo, € la sua azione
termogenica, in quanto tale ormone e in grado danemiare il consumo di
ossigeno nei tessuti, quindi permette una maggioeluzione di calore e di
conseguenza porta ad un aumento del metabolismalebasoé della spesa
energetica minima necessaria per mantenere I'Gggemnin vita.

Per tale motivo per molti anni la T3 & stata ut#ita come farmaco per
combattere I'obesita data la sua capacita di inergare la spesa energetica.

Tuttavia, poiché insieme alla perdita di peso dslividuo si riscontravano
una serie di fenomeni indesiderati (quali aumenétladfrequenza cardiaca,
ipertrofia cardiaca, riduzione della massa madtarazione dell’asse ipotalamo-
ipofisi-tiroide), il suo uso nella suddetta patabog stato notevolmente ridotto.

Negli ultimi anni, un numero crescente di proverspentali ha messo in
evidenza che la 3,5-diiodo-I-tironina (T2), una atbnina, naturalmente
prodotta dalla tiroide, possiede attivita biologichn particolare le sue azioni
mimano quelle della T3, aumentando l'ossidaziop&dica e il metabolismo
basale ma si esplicano attraverso dei meccanighmandenti da quelli attuati da
quest'ultimad>*.

Tale capacita rende la T2 un potenziale farmacbzzdbile nella cura
dell'obesita e delle patologie ad essa correlage dni, appunto l'insulino-
resistenza, diabete e steatosi epatica.

Partendo da questo presupposto, lo scopo dellatesiaé stato quello di
valutare in un primo disegno sperimentale I'effetiella T2, somministrata in
ratti alimentati contemporaneamente con dietaifdita per quattro settimane,
sul bilancio energetico e sulla composizione cappe soprattutto, di verificare

se tale ormone fosse in grado di migliorare la ibdita all'insulina e la
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tolleranza al glucosio e prevenire l'insorgenza sieatosi epatica in ratti
sottoposti, appunto, a questo tipo di trattamebio.ulteriore scopo della tesi e
stato poi quello di verificare, in un secondo dsegperimentale, se la T2,
somministrata contemporaneamente ad una dietatadcahtenuto di grassi,
fosse anche in grado di migliorare, nei ratti, keatosi epatica, indotta
precedentemente dalla sola somministrazione da gietlipidica.

Per promuovere un potenziale uso farmacologicoaddl?, infatti sono
necessari studi che dimostrino la sua capacitanaligorevenire lo sviluppo di
malattie associate all'obesita sia nel ridurle inglarle una volta che si siano
sviluppate.

Per tale motivo nel secondo disegno sperimental@rimoa trattato per un
lungo periodo i ratti con dieta iperlipidica, induneo steatosi epatica; in seguito
ho somministrato la T2 in modo da constatare umtenade effetto terapeutico di
quest'ormone sul grado di steatosi epatica inddétain lungo trattamento con
dieta ad alto contenuto di grassi.

Ho valutato I'effetto della T2 sullaccumulo delagso epatico, analizzando
dal punto di vista istologico sezioni di fegato edando a valutare alcuni
parametri mitocondriali per cercare di chiarire@aoanismi attraverso i quali la
T2 potrebbe diminuire I'accumulo ectopico di acgtassi epatici agendo sulla
funzionalita mitocondriale.

Tra i parametri mitocondriali da valutare, ho prasoconsiderazione la
velocita di ossidazione degli acidi grassp-assidazione), [efficienza
mitocondriale e lattivita dell’enzima mitocondregalaconitasi, un parametro
indice di stress ossidativo. L'aumento dello stresssidativo a livello
mitocondriale svolge un ruolo importante nella pesgione della steatosi epatica

a steatoepatite.
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CAPITOLO 6.

PARTE SPERIMENTALE

Negli esperimenti condotti in questa tesi sonoi sidlizzati ratti maschi del
ceppo Wistar, ottenuti dalla Charles River (Cal@mmo, Italia). Sono stati
utilizzati ratti di eta differente in modo da poteffettuare due disegni
sperimentali .

Gli animali sono stati stabulati singolarmente ad temperatura di 28°C+1,
sono stati sottoposti ad un ciclo circadiano aiafe luce-buio (12 ore di luce/ 12
ore di buio) ed e stato consentito libero accessb@ed acqua.

Alcuni animali sono stati alimentati con una dietantrollo costituita da
mangime standard di laboratorio ed altri con umdediperlipidica.

La dieta iperlipidica € stata ottenuta aggiungeationangime standard del
burro, al fine di aumentare il contenuto lipidicac@orico della dieta. La dieta
iperlipidica contiene anche la carne liofilizzatalizzata sia per controllare il
contenuto proteico della dieta sia perché semls@resin alimento molto gradito
ai ratt’®. La composizione in micronutrienti della dieta &ts mantenuta

costante dall'aggiunta di un misto di minerali tamine.
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ELEMENTI DIETA DI DIETA
CONTROLLO |IPERLIPIDICA

Mangime standard',g 1000 280
Carne liofilizzata®,g 395
Burro®,g 178
Alphacel,g 120
AIN 76 Mineral mix *,g 20
AIN 76 Vitamin mix >,g 7
Contenuto energetico

lordo(kJ/g)° 15,88 19,85
ENERGIA (J/100J) da

Proteine % 29 29
Lipidi % 10,6 50
Carboidrati % 60,4 21

1 4RF21, Mucedola, Settimo Milanese, Milano, ltaly
2 Liomellin, Star s.p.a., Milano, Italy, contiena (10g): proteine g 5,8 (Nx
6,25), lipidi 1,2 g, carboidrati 2,57 g, minera)2@, acqua 0,2 g
% Lurpak, Danimarca, acquistato in loco, contendf8é di acqua
* American Institute of Nutrition (1977)
> American Institute of Nutrition (1980)
® Misurato con la bomba calorimetria
Trattamento, stabulazione e sacrificio degli aninsno stati eseguiti in

conformita alle linee guida del Ministero della Bartaliano.
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Disegno sperimentale 1
Nel primo disegno sperimentale ho utilizzato rditb0 giorni di eta. All'inizio
del periodo sperimentale, dopo 5-7 giorni di acaliazione a 28°C (giorno zero),
i ratti sono stati divisi in tre gruppi. Il gruppd é stato alimentato con una dieta
standard di laboratorio, il gruppo D € stato alitaém con una dieta ad alto
contenuto di grasso e il gruppo DT é stato alimtentan dieta iperlipidaca ed ha
ricevuto giornalmente un’iniezione intraperitonedler2 (25ug /100 g di peso
corporeo). Oltre al trattamento dietetico i ratei dgruppi N e D hanno
giornalmente ricevuto un’iniezione intraperitonediesoluzione fisiologica. Peso
corporeo ed assunzione di cibo sono stati monitogati giorno per permettere |l
calcolo del guadagno di peso corporeo e dell’eaeagsunta sottoforma di cibo.
Tale trattamento € stato ripetuto in quattro digeserie sperimentali allo
scopo di rendere possibile I'effettuazione di dfati misure.
In una prima serie sperimentale é stata effettuat valutazione del bilancio
energetico dell'animale. Per tale motivo alcuniirsano stati sacrificati all'inizio
del trattamento (NO). In seguito al sacrificio daii le carcasse sono state pesate
ed autoclavate per 90 minuti, tagliate in picc@ip ed infine omogenizzate con
acqua (volume finale uguale a due volte il pesdadehrcassa), mediante
l'utiizzo di  un omogenizzatore Politron. Successinente aliquote
dellomogenato sono state utilizzate per analizdareomposizione corporea,

misurando:

il contenuto lipidico, secondo il metodo di Folth

il contenuto di acqua, con un processo di essicotordella carcassa,;

il contenuto energetico, con I'uso di una bombamadetria;

Il contenuto proteico € stato ottenuto dalla défera tra il contenuto
energetico totale corporeo e il contenuto energetes lipidi corporeo.

Si e valutato il bilancio energetico totale, fozalindo I'attenzione soprattutto
sul guadagno energetico e sul metabolismo basale.

Su tale serie sperimentale sono state inoltretaéftt anche delle misure dei

livelli serici di colesterolo, trigliceridi, ALT (@nino ammino transferasi) e TSH
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da campioni di sangue che sono stati prelevatinderd sacrificio dalla vena

cava inferiore dei ratti.

Una seconda serie sperimentale é stata utilizzatafpettuare una valutazione
della funzionalitd mitocondriale epatica, in terimil p-ossidazione degli acidi

grassi ed attivita dell’enzima aconitasi, sullolgwpo della steatosi e per le
analisi istologiche di tale organo. In questo cagb i ratti sono stati sacrificati

allo stato alimentato.

Una terza serie é stata utilizzata per valutatellaranza al glucosio. In questo
caso i ratti sono stati sottoposti ad un digiun@@lore al fine di misurare, poi, la
glicemia e I'insulinemia in seguito ad un caricalerdi glucosio;

Su una quarta serie e stata determinato il gradosdiino resistenza, mediante
valutazione dell’Akt. | ratti di questa serie sostati, ulteriormente, suddivisi in
due gruppi. Un gruppo ha ricevuto una iniezionendulina dopo sei ore di

digiuno (10 U/kg di peso corporéd) denominati Ni, Di, DTi; un secondo
gruppo, invece, ha ricevuto una iniezione di sauoei fisiologica dopo tale

digiuno. Dopo trenta minuti dall'iniezione, i ratdono stati anestetizzati e
sacrificati. Il muscolo gastrocnemio € stato, quimmimediatamente, prelevato,
congelato in azoto liquido e conservato a -80°®@ fah momento dell’analisi,

tramite Western Blot, dell’Akt.

Disegno sperimentale 2

Nel secondo disegno sperimentale ho utilizzato nagtschi di 180 giorni di
eta. Anche in questo caso dopo 5-7 giorni di acanone a 28 °C (giorno
zero), i ratti sono stati suddivisi in tre grupdi; D e DT, di cui il gruppo N &
stato alimentato con una dieta standard di labocatmentre D e DT con una
dieta ad alto contenuto di grasso per 6 settimadie. fine del trattamento
dietetico di 6 settimane, i ratti N e D hanno riggvuna iniezione giornaliera di
soluzione salina, mentre il gruppo DT ha ricevutoa uiniezione di T2
(251g/100g di peso corporeo) per 4 settimana.dbm®rporeo e I'assunzione di
cibo sono stati monitorati per I'intero periodo gspeentale in modo da ottenere

delle informazioni generali sul bilancio energetic®u questo disegno
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sperimentale 'interesse é stato prevalentementdtai allo studio della steatosi
epatica; questo mediante analisi istologica di sezdi fegato, mediante la
misura dei livelli serici di colesterolo, trigliadr TSH e ALT ed attraverso una
valutazione della funzionalitd mitocondriale epatin termini dip-ossidazione,
efficienza e danno ossidativo; questo ultimo eos@terminato, misurando
I'attivita degli enzimi aconitasi e superossidongigasi e il rilascio mitocondriale
di H,O.. In questo disegno speriment&ldi i ratti sono stati sacrificato allo stato
alimentato.
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METODICHE UTILIZZATE NEI DISEGNI SPERIMENTALI

MISURE A LIVELLO CORPOREO

6.1 Metodiche utilizzate per determinare la compogione corporea e |l

bilancio energetico

6.1.1. Misura del bilancio energetico

Durante tutto il periodo del trattamento dietetiéo stato giornalmente
controllato sia il peso corporeo sia la quantiteciho introdotta dai ratti, per
poter cosi calcolare I'energia introdotta sottofarrdi cibo durante l'intero
periodo sperimentale, cioe lintroito calorico lordconsiderando il valore
energetico della dieta standard di laboratorio §8K,)/g) e quello della dieta
iperlipidica (19,85 kJ/g) con cui sono stati nutgti animali. Tali valori sono
stati ottenuti mediante [l'utilizzo della bomba aaleetrica (calorimetro
adiabatico di Parr). L'utilizzo di tale strumenta bhonsentito la determinazione
del contenuto energetico anche delle feci, raccdlieante l'intero periodo
sperimentale, e della carcassa. Infatti da aliqubt®mogenato dell'animale
essiccato in stufa 60°C per 48 ore, e stato poéssidsterminare il contenuto
energetico della carcassa.

Partendo da queste misure sono stati calcolati:
¢ il guadagno di peso corporeper differenza tra il peso corporeo misurato alla
fine del trattamento e quello misurato all’'iniziel gheriodo sperimentale ;
¢ il guadagno lipidico per differenza tra il contenuto lipidico calcalatlla fine
del trattamento, mediante il metodo di Folch, dlquelcolato all’inizio;
¢ il guadagno proteicoper differenza tra il contenuto proteico calcolalia fine

del trattamento e quello calcolato all’inizio;
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¢ il guadagno energeticottenuto dalla differenza tra il contenuto enéoge

corporeo finale e il contenuto energetico corponenale;

¢ l'energia metabolizzabilgME) introdotta, calcolata sottraendo all’introito
calorico lordo sia il contenuto energetico delleifehe I'energia persa con le
urine (circa il 4%);

¢ | efficienza energetigattenuta dal rapporto percentuale tra il guadagno

energetico e I'energia metabolizzabile assunta.

¢ lefficienza di deposito dei lipidi ottenuta dal rapporto tra guadagno

lipidico/energia metabolizzabile.

. il metabolismo basajeénteso come la minima spesa energetica necessaria
per mantenere l'organismo in vita. Per questa misdirstato utilizzato un

metabolimetro a circuito aperto;

6.1.2. Determinazione del metabolismo corporeo

Alla fine del periodo sperimentale la velocita nietiica a riposo (RMR) é
stata misurata ai tre gruppi di ratti tra le 11®0e 11:30 di mattina, con un
metabolimetro a circuito aperto, in una camera 424\ ratti € stato permesso
di adattarsi nella gabbia di misura per circa um'@ si € passati poi alla misura
del metabolismo per almeno 10 minuti accertandbsi ia tale periodo il ratto
non si muovesse. Le misure di RMR sono state a#tdtdopo 16 ore di digiuno,

per eliminare I'effetto termico del cibo.

6.1.3. Misura del contenuto di acqua della carcassa

Il contenuto di acqua della carcassa e stato dtiedigtribuendo aliquote di
omogenato in apposite vaschette; queste sono gatde, poste in una stufa e
fatte essiccare per 48 ore a 60°C. Una volta esigicé stata calcolata la
differenza del peso della vaschetta contenente dgenato prima e dopo

I'essiccamento, e quindi si & calcolata la percaetdi acqua corporea.
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6.1.4 Misura del contenuto lipidico della carcassa.

Il contenuto lipidico & stato calcolato medianteniétodo di Folct?® da aliquote
di omogenato di carcassa, diluito 20 volte in unscela cloroformio/metanolo
(2:1), seguito da filtrazione; al filtrato ottenutengono aggiunti 0,2 volumi di
NaCl 0,29% e dopo una agitazione vigorosa di 3Quthmuna centrifugazione a
1000 g per 20 minuti (21°C), si osserva la separezidi una fase acquosa
superiore ed una fase lipidica inferiore. A quegstmto la fase acquosa viene
aspirata e l'interfaccia con la fase lipidica vielsata con una soluzione
contenente cloroformio/metanolo/NaCl (3:48:47),0alcopo di eliminare i
contaminanti non lipidici dall’estratto. Successnente, mediante I'utilizzo
dell'evaporatore rotante di Heidolph é stato padksibttenere il peso dei lipidi
per grammo di carcassa e considerando il coeftiei&9,2kJ/g conoscere il

contenuto lipidico in kJ di energia corporea defadaisotto forma di lipidi.

6.1.5. Misure del contenuto energetico della carces

IL contenuto energetico della carcassa e statouttie grazie all’utilizzo della
bomba calorimetrica (calorimetro adiabatico Paa)cdmpioni del’omogenato
essiccato ridotti in polvere e pressati in modatlanere delle pasticche di peso
200mg. Per la misura ogni pasticca € posta suattefpo di platino, in contatto
con un filo di nichel agganciato a due uncini datpio, attraverso cui € fatta
passare corrente elettrica. Questo sistema e postorecipiente di acciaio (vaso
di Dewar) circondato da un volume noto di acquatildig, il tutto
completamente separato dall'esterno da una intedia@ di materiale isolante.
Nel recipiente di acciaio € compresso ossigeno @iéssione di 35 atm, per
rendere possibile la combustione del campionealtire fornito dall’ossidazione
dei substrati presenti nel campione fa innalzareetaperatura di un volume di
acqua distillata noto, che circonda il recipientaatiaio. Ogni misura puo essere
suddivisa in tre fasi:

1. una prima fase in cui viene dato alle varie pagtichlorimetro il tempo di

raggiungere I'equilibrio termico (Ti);
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2. una seconda fase in cui il campione é ossidatol esisiema si ha una

variazione di temperatura (Tf);

3. una terza fase in cui il calorimetro raggiunge ramente |'equilibrio

termico.

Attraverso il registratore della temperatura calegal termometro immerso
in acqua, viene misurato l'innalzamento termi@d’), come differenza tra la
temperatura massima alla fine della combustiong €Tfquella prima della
combustione (Ti). La capacita termica C dell’appahgo e stata determinata
utilizzando come standard l'acido benzoico. La azdone di calore (Q) viene
calcolata moltiplicando la variazione di temperat(&T) per la capacita termica
(C) della bomba calorimetrica, @¥ x C, cosi e stato possibile poi calcolare il
calore di combustione del campiofiel espresso in calorie per gramma)i =
(Q-f)/m dove, m = massa del campione di carcasssame, f = correzione per
il filo fusibile in calorie.

Il valore del contenuto energetico della carcassiceata cosi ottenuto viene
poi corretto per il contenuto di acqua della casaagoer ottenere il valore

effettivo per grammo di carcassa.

6.1.6. Misure del contenuto proteico della carcassa

Infine il contenuto proteico della carcassa € stétenuto sottraendo il contenuto
energetico dei lipidi dal contenuto energetico ocogp totale, utilizzando |l
coefficiente di 23.5 KJ/g, cioé sapendo che un gnandi proteine libera 23,5 kJ
di energia, € stato possibile determinare i grardimproteine per grammi di

carcassa.

6.2. Determinazione dei livelli serici di colestello, trigliceridi ALT e TSH
Durante il sacrificio degli animali sono stati meati dei campioni di sangue
dalla vena cava inferiore; tali campioni posti ippasite provette sono stati

centrifugati alla velocita di 5000 rpm per 10 minaitalla temperatura di 20°C,
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per poter separare il siero (surnatante) dallaepadrpuscolata del sangue
(pellet). In seguito i campioni di siero sono statlizzati per la determinazione
delle misure di interesse. In particolare si etafbda la misura dei livelli serici

di trigliceridi, colesterolo, ALT e TSH, utilizzaod dei kit colorimetrici

commerciali.

6.3. Test di risposta della glicemia ed insulinemiad un carico orale di
glucosio.

Per poter costruire la curva da carico del glucasiatti sono stati sottoposti
ad un digiuno per 16 ore, avendo, pero, libero sgmwall'acqua.

Il glucosio (3g/Kg di peso corporeéd) & stato somministrato per via orale
sottoforma di soluzione acquosa, mediante unagsirgprovvista di ago.

Il prelievo del sangue, e quindi, la determinaziodella glicemia e
dell'insulinemia (a digiuno), é stato effettuato teimpo zero, per valutare il
valore basale di questi due parametri, e successivge ad intervalli regolari di
30 minuti per tre ore, dopo aver somministrataii@ orale di glucosio.

In questo modo é stato possibile osservare laziaria della concentrazione
ematica di glucosio e di insulina nel tempo.

Il prelievo del sangue viene fatto eseguendo unogbictaglio all'apice della
coda dell'animale e la concentrazione ematica dc@gio viene determinata
mediante l'utilizzo di un glucometro.

Il sangue, poi, e stato raccolto e centrifugata aélocita di 1500 rpm per 15
minuti al fine di separare il siero, rappresentdtd surnatante, dalla parte
corpuscolata del sangue, cioég, il pellet. | camipibrsiero sono stati in seguito

utilizzati per la determinazione dei livelli sertiiinsulina.

6.3.1. Dosaggio del glucosio: principio e metodoilizzati.

Il dosaggio del glucosio €& stato effettuato utdimdo il glucometro

ASCENSIA BRIO, con il quale sono stati forniti lérisce reattive per la

70



misurazione della glicemia ed un chip di programioaz, nonché una striscia di
controllo che consente di effettuare, in qualunopeenento, un test per verificare
il corretto funzionamento dello strumento. In seéguall'inserimento della
striscia reattiva e all’applicazione della goccigdahgue sull’area di applicazione
del campione, compare il valore della glicemiadisplay in mg/dL.

Il test si basa sulla misurazione della correnéétreda generata dalla reazione
del glucosio con i reagenti presenti sull’elettratidla striscia reattiva. Ogni ém
di reagente contiene i componenti nelle concerdrazli seguito elencate:

¥ Glucosio ossidasi 4.2%
¥ Trasportatore di elettroni 29.5%
¥ Protettore di enzimi 4.6%
® Ingredienti non reattivi 61.7%

Il sangue penetra all’interno dell'area di applicae del campione della
striscia reattiva per azione capillare. Il campiomagisce con la glucosio
ossidasi, stimolando I'ossidazione del glucosio sehgue. L'enzima glucosio
ossidasi € specifico per il glucosio e non reagsoe altri zuccheri, come |l
maltosio ed il galattosio, eventualmente preseatisangue. L'ossidazione del
glucosio, catalizzata dall’enzima glucosio ossigasiduce perossido di idrogeno
(H2O,). Il perossido di idrogeno liberato, si ossida @orrispondenza
dell’elettrodo e produce una corrente di elettroproporzionale alla
concentrazione di glucosio nel campione.

La reazione catalizzata dell’enzima in questiohe seguente:
[D-glucosio +HO+ O, — D-acido gluconico + HO,

H,O,— 2H" + O, +2e

6.3.2. Dosaggio dell’insulina.
L’insulina é stata dosata utilizzando il dosaggioriunoenzimatico ELISA a
sandwich, (KIT commerciale Mercodia Rat Insulin BRA).
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Il kit & costituito da: una micropiastra di 96 pettz con un anticorpo anti-
insulina ancorato sulla parete interna di ogni ptibz standards di insulina a
differenti concentrazioni, una soluzione conceatrdi anticorpo anti-insulina
coniugato con perossidasi di rafano, una soluzioo®mogeno di
tetrametilbenzidina (TMB, substrato dell’enzima icato) in buffer citrato con
perossido idrogeno (22 ml), una soluzione di lavaggda una soluzione per

fermare la reazione, contenente acido solforic0.5

6.3.3. Procedura sperimentale del dosaggio dell'inbna.

Sono stati portati a temperatura ambiente tuttiamjgioni. Sono stati
innanzitutto pipettati 25 pl degli standards, dentcolli e dei campioni negli
appropriati pozzetti, ciascuno in duplicato. E @ggito sono stati aggiunti 50 pl
di soluzione dell'anticorpo anti insulina coniugaatl’enzima perossidasi di
rafano. Terminate tali operazioni, la piastra éastacubata a 2& per 2 ore per
consentire la formazione del complesso antigenie@pb.

L’antigene (insulina) si lega durante tale periagim uno dei suoi epitopi
allanticorpo immobilizzato sulle pareti del pozzete con un altro epitopo
all'anticorpo marcato e coniugato all’enzima.

Dopodiché, per eliminare i residui di antigene amticorpo non legato, € stata
aspirata completamente la soluzione da ogni pazzetitenente I'antigene e gli
anticorpi marcati che non hanno formato il compleastigene-anticorpo. Sono
stati effettuati 5 lavaggi in modo da evitare uparastima della misura a causa
della presenza in eccesso dell’anticorpo. A questoio sono stati pipettati in
ogni pozzetto 200 pl della soluzione contenenteraimogeno TMB ed é stata
incubata la piastra per 15 minuti a temperaturaiante. Durante I'incubazione,
'enzima provvisto del suo substrato ha potuto lztare la reazione di
ossidazione della tetrametilbenzidina con formazidnun composto colorato.

La reazione catalizzata dall’enzima in questioihee seguente:

H,O, + substrato ossidabile» prodotto ossidato + O + 120,
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L’aggiunta nei pozzetti della soluzione contenemtsubstrato dell’enzima
coniugato all’anticorpo marcato ha come scopo queli andare a dosare
I'enzima mediante I'assorbanza del suo prodotto cdvare indirettamente da
tale dosaggio la concentrazione dell’'anticorpo m@rce, quindi, quello
dell'antigene.

Trascorsi i 15 minuti di incubazione, sono stagjiagti 50 ul della soluzione
di acido solforico ad ogni pozzetto in modo da Variare il pH e bloccare la
reazione.

Bloccata la reazione della perossidasi € stataapdtet piastra in uno

spettrofotometro e sono stati letti i valori di@¥mnza a 450 nm.

Calcoli.

Il dosaggio dell’enzima da cui si puo indirettaneenicavare la concentrazione
dell'insulina nei sieri, richiede di costruire uretta di taratura. E’ stata calcolata
la media dell’assorbanza per ogni standard e carmapiB’ stata costruita una
retta di taratura, plottando il logaritmo della nzedell’assorbanza sull’asse delle
x in funzione del logaritmo della concentraziongldstandards sull’asse delle vy,
applicando una regressione lineare.

Sono state calcolate le concentrazioni di insutdlea campioni in esame in

base alla loro assorbanza riportata sulla rettardtura.

6.4. Analisi delle proteine mediante Western Blot.

Il Western blot, o immunorivelazione, € una tecnicanunochimica che
permette di valutare I'espressione quantitativairtkh determinata proteina e la
sua localizzazione in una miscela di proteine pteng&mente sottoposte ad una
elettroforesi su gel di poliacrilammide che e skedaguita secondo il metodo di

Laemmli per la realizzazione di gel discontititli
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Questa metodica prevede la preparazione di duditge!:

- stacking gel (per il caricamento dei campioni);
- separating gel (per la separazione delle proteine).

La preparazione dello stacking gel é eseguitezatihdo:

. TRIS 0.125 M
. SDS 0,1 % pH 6.8
. miscela di acrilammide 4%, TEMED 0,1%, ammonio

persolfato 0.05%.

Il separating gel & preparato utilizzando:
= TRIS0.375M

= SDSO0,1%pH 8.8

= miscela di acrilammide 13%, TEMED 0,1%, ammoniosp#ato
0.05%.

La preparazione di questi gel prevede che vengsateeprima la miscela di
separating gel per la separazione delle proteingg@o la sua polimerizzazione,
si effettua il versamento della miscela di stackgej per il caricamento dei
campioni.

| campioni proteici (costituiti da 3(g di lisato mitocondriale) che sono caricati
nei pozzetti, sono stati precedentemente dilultarsoluzione costituita da:

e TRIS50 mM

« DTT10 mM

*  Glicerolo 10%

. SDS 2%

e  Blu di bromofenolo 0.001% pH 6.8

Prima di essere caricati sul gel i campioni sosoaldati a 95° C per 5

minuti.
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La corsa € effettuata a 200V per 1h, utilizzandsmeaampone una
soluzione costituita da:
« TRIS25mM

. Glicina 192 mM

« SDSO0.1%pHB8.6

Dopo la corsa elettroforetica, il materiale prateie stato trasferito su una
membrana di nitrocellulosa in un tampone di trasfento contenente: TRIS
16.5mM, glicina 150 mM pH 8.3, metanolo 20% utiimelo un voltaggio di 100
V per 45 minuti. Al termine del trasferimento, leembrana e stata asciugata
all’aria per 15 minuti al fine di rimuovere il metalo.

La membrana viene, in seguito, lavata per 5 minetitampone TBS-tween
composto da PBS 1x, %. (che si ottiene diluend0 1.PBS 10X: NaCl 1.37M,
KCI 27 mM, NgHPO4 0.1 M, KHPO4 18mM), tween 20.

Per ottenere il blocco di siti aspecifici tra ldrocellulosa e le proteine, la
membrana viene incubata a temperatura ambient& pea in una soluzione di
TBS-tween e agente bloccante (latte 5%). Successinte il filtro viene
incubato tutta la notte a 4°C cormugfml di anticorpo primario (anticorpo
policlonale rabbi tanti-Human Akt; Chemicon Intetinaal, Inc) nel tampone
che contiene TBS-tween-latte 2% per la forma totalBSA al 5% per la forma
fosforilata. In seguito per allontanare I'anticorfgmato in modo aspecifico, la
membrana viene sottoposta a 4 lavaggi di 15 mingtiuno per rilevare la
proteina totale, mentre 3 lavaggi di 5 minuti ogmuper rilevare la forma
fosforilata della proteina stessa col tampone TB&eh. Terminati i lavaggi, il
filtro viene incubato per 1 ora a temperatura amiei€on I'anticorpo secondario
appropriato (Goat anti-rabbit), coniugato con liem& perossidasi (Sigma-
Aldrich, Milano, Italia) diluito 1:4000 in TBS-tweee latte al 7% per la forma
fosforilata e latte al 2% per la forma totale. Aadjuesta volta, per allontanare
I'anticorpo secondario legato in modo aspecificengono effettuati gli stessi

lavaggi.
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Per rilevare il segnale della proteina viene wdia la reazione di
chemioluminescenza effettuata con un mix di incidreez composto da 5 ml di
luminolo 1,25 mM, 5Qul di acido cumarico 6.8.mM, 14 di H,O, 3%.

La membrana viene, quindi, incubata con questo p#x 1 minuto e
successivamente viene esposta con una lastra paradiografia in cassette
radiografiche a temperatura ambiente per 45-50 tmiBDwpodiche e possibile
sviluppare la lastra sulla quale si osservano dedade corrispondenti alla
proteina di interesse che viene quantizzata mezlianh software di
densitometria.

6.5. Determinazione del contenuto epatico di trigteridi

L’estrazione dei lipidi dal fegato € stata effettuan accordo con il metodo di
Folch**®, precedentemente descritto.

| trigliceridi sono stati determinati nell’estrattipidico del fegato, mediante

['utilizzo di un Kit commerciale colorimetrico.

ANALISI ISTOLOGICA

6.6. Analisi istologica.

Il fegato e stato analizzato istochimicamente pelutare il contenuto di
grasso. Al momento del sacrificio sezioni di fegatmo state fissate in Tissue
Tek e congelate. Successivamente sezioni di 10 o state inviate ad un
laboratorio di analisi istologiche dove sono stirate con il Sudan Black per

la rilevazione del grasso.
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ANALISI DEI PARAMETRI MITOCONDRIALI

6.7. Preparazione dei mitocondri.

Subito dopo il sacrificio, il fegato é stato predéw, finemente sminuzzato ed
omogeneizzato in una soluzione contenente mann@@mM, saccarosio 70
mM, HEPES 20 mM, EDTA 2 mM e 0,1% (peso / volumealbumina di siero
bovina libera da acidi grassi (BSA) a pH 7.4 (diane 1:10), in un
omogenizzatore Potter Elvenhjem (Heidolph, Kelhe@ermania) settato a 500
rpm (4 colpi / min). L’'omogenato e stato, poi,rlio attraverso delle garze sterili
e privato di cellule intatte e nuclei attravers@ wentrifugazione a 1000g per 10
minuti; 1 surnatanti ottenuti sono stati di nuoventrifugati a 3000g per 10
minuti. 1l pellet mitocondriale cosi ottenuto é tstdavato due volte ed infine
risospeso in un tampone contenente LiClI 80 mM, HEBE mM, Tris P 5 mM,
EGTA 1 mM, 0,1% (peso / volume) di albumina di siéovina libera da acidi
grassi a pH 7.0. Caratterizzazioni microscopich@mzdmatiche hanno mostrato
che la nostra procedura di isolamento (centrifugazia 3000 g per 10 minuti)
fornisce una frazione cellulare che & costituiseasialmente da mitocondfi. |
mitocondri isolati sono stati usati per misurarevddocita dell’ossidazione degli
acidi grassi, l'efficienza mitocondriale e il danmmssidativo, quest’ultimo
mediante il dosaggio dell'attivita dell’aconitasip enzima sensibile al danno da
radicali liberi e, per tale, utilizzato come indidiestress ossidativo.

FIGURA 5.1 Metodica di isolamento dei mitocondrifegato

Fegatsminuzzato)
Omogeneizzazione
L con Potter
(500 rp#ncolpi/min)
Omogenato

Filtrazione
Centrifugazione
(1000 g x 10 min)

Surnatante Pellet
Centrifugazione
(3008 40 min)
Surnatante Pellet
Risospensione e Centrifugazione
(3000 g x 10 min)
Surnatante Pellet
Risospensione e
Centrifugazione
(3000 g x 10 min)
Surnatante Frazione 77

Mitocondriale



6.7.1. Misura dellattivita respiratoria nei mitocondri isolati.

| mitocondri epatici sono stati utilizzati per vite il consumo d’ossigeno
polarograficamente, mediante I'utilizzo dell’eletio di Clark (Yellow Springs
Instruments, Yellow Springs, Oh, USA).

Tale elettrodo € costituito da un catodo di plattnda un anodo d’argento,
entrambi immersi in una soluzione di KCI (0,1 M¥eparati dalla soluzione in
esame, tramite una membrana. L’ossigeno diffontlavarso la membrana dalla
soluzione presente nella camera di misura al campamto dell’elettrodo. In tal
modo, l'ossigeno al catodo si riduce e origina wuarente proporzionale
all'attivita dell’ossigeno presente in soluzionel momento in cui € applicato
agli elettrodi un voltaggio di 0.5 — 0.8 volts. ‘Alhodo, infatti, sono prodotti
quattro elettroni a loro volta utilizzati per ridaruna molecola di ossigeno al
catodo. La tensione di ossigeno al catodo, quirtdnde ad azzerarsi
promuovendo la diffusione dell’'ossigeno verso tbc.

L’elettrodo di Clark consente, quindi, di misuranepidi cambiamenti che si
riscontrano nell'utilizzazione dell'ossigeno da teardei sistemi cellulari e
subcellulari.

Le misure sono state realizzate in camere ternaistaid una temperatura di
30°C utilizzando, per il fegato, un mezzo di inczibae contenente KCI 80 mM,
Hepes 50 mM, EGTA 1 mM, KPO,5 mM, PH 7.0, 0.1% (p/v) di BSA.

Prima di procedere alla misura del consumo di esgigi mitocondri sono
indotti a consumare i substrati endogeni, mediangepreincubazione di qualche
minuto, alla fine della quale sono aggiunti i sudstrespiratori per laf3-
ossidazione, quali la palmitoil-carnitina (4@) e malato (2,5 mM).

Le misure sono state effettuate in assenza (Staiostato non fosforilante
della respirazione) o in presenza (Stato 3 o dtaforilante della respirazione)
di 0,6 mM di ADP. In tal modo e stato possibile ungre il Rapporto del
Controllo Respiratorio (RCR, velocita dello statd¥iso velocita stato 4) in
accordo con il metodo di Estabrddk e pertanto verificare lintegrita dei
mitocondri isolati.
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Il consumo di ossigeno e espresso in ng di aton® di minuto per mg di proteine

mitocondriali.

6.7.2Misura del potenziale di membrana sui mitocondri islati

Il potenziale di membrana mitocondriale e statoumaito utilizzando la lettura
spettrofotometrica, ottenuta mediante uno spetiwofetro (JASCO) a doppia
lunghezza d’onda, della safranina, un colorante ichgirtu della sua carica
elettrica si lega alla membrana mitocondriale inni@e proporzionale al
potenzialé® Lo spettrofotometro adoperato & programmato idlon@ale che la
lunghezza d’onda di riferimento (533 nm) coincide @ punto isosbestico della
safranina, cioe quel punto dello spettro di assoebito in cui la molecola di
colorante mostra la stessa assorbanza sia net Is@ato che in quello non
legato alla membrana mitocondriale. La lunghezoadé di lettura e invece 511
nm. Per risalire al potenziale di membrana dai waltel’assorbanza, si
effettuano misure dell'assorbanza della safranmpresenza di valinomicina 3
uM, un trasportatore specifico del potassio, e damjwa crescenti di KCI
necessarie ad alterare la concentrazione esterpatassio nel range 0.1 - 20
mM. A questo punto si costruisce una retta di taeathe mette in relazione le
variazioni di assorbanza al logaritmo della con@aibne di potassio esterna, e
che, quindi, consente di risalire alla concentnagiextra ed intramitocondriale di
tale ione.

Per estrapolazione da tale retta, infatti, si @cé&v concentrazione interna di
potassio, considerando che quando la variaziormssbrbanza della safranina e
nulla anche il potenziale di membrana €& pari a zeraquindi, in base
all’equazione di Nernst, le concentrazioni di petasesterna ed interna si
equivalgono. Ottenute le concentrazioni di potasssterna ed interna alla
membrana mitocondriale, mediante I'equazione dinse(A¥Y= 61 mV x log
([K™Tin /[K ow), Si pud calcolare il potenziale di membrana déiooondri e
realizzare un grafico per mettere in relazionelowali potenziale di membrana

con l'assorbanza della safranina. A questo punifla daurva si potranno ottenere
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i valori del potenziale di membrana mitocondrialelle varie condizioni

sperimentali utilizzate.

6.7.3Misura della conduttanza protonica basale

L’applicazione del metodo di Brana consentito la valutazione della
conduttanza protonica basale dei mitocondri isof@tiesta metodica consiste in
una titolazione della respirazione con il succinatpartire dallo Stato 4 della
respirazione, in presenza di oligomicina, con qtemrescenti di malonato, un
inibitore competitivo del secondo complesso dellaena respiratoria, la
succinico deidrogenasi, e permette di determiranaatiazioni del potenziale di
membrana associate alle variazioni del consumassiigeno ottenute in queste
condizioni.

Per poter determinare sperimentalmente la condi#ttgamotonica basale si
adopera l'oligomicina, un antibiotico capace di lakoil flusso di protoni
attraverso I'ATP sintetasi, prevenendo il passagdgp protoni attraverso la
subunita Foln questo modo si fa si che il flusso protonictutato dipenda solo
dalla conduttanza protonica basale.

Per una determinazione accurata della conduttaitarpca basale puo essere
valutata la risposta cinetica del potenziale di foema mitocondriale a
variazioni del consumo di ossigeno, ottenute dimndo progressivamente le
reazioni di ossidazione del succinato del mitocmndrello Stato 4 con un
inibitore della catena di trasporto degli elettraquale il malonato. Al diminuire
della velocita di ossidazione del substrato dinsoeila velocita di pompaggio di
protoni all’esterno e quindi anche il valore deltggwiale di membrana. La
variazione del consumo di ossigeno in funzionepidénziale di membrana, in
mitocondri che respirano in assenza di fosforilagjoci permette di valutare la
variazione cinetica della conduttanza protonicafunzione del potenziale di
membrana. Infatti le curve di titolazione cosi ot sono una misura indiretta
della conduttanza protonica perché, in stato stazio, la velocita del consumo

di ossigeno (cioe il flusso protonico in uscita)i métocondri in assenza di
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fosforilazione equivale al flusso protonico in amér dovuto alla conduttanza
protonica. In effetti il potenziale di membranap] € costituito da due
componenti:
wla differenza di potenziale elettrico ai capi dellaembrana
mitocondriale AY);
w la differenza di potenziale chimico protonickpf).
Sperimentalmente é possibile aboliragH facendo in modo che Ap risulti
uguale alA¥ a questo scopo si utilizza la nigericina, uno dmatore H/K*, in
grado di annullare la differenza di pH a livellolldemembrana mitocondriale
interna, e di conseguenza abolire la differenza pditenziale chimico,
trasformandola in differenza di potenziale. Le massono state effettuate a 30°C
in una soluzione contenente per il fegato LiCl 88l,nHepes 50 mM, EGTA 1
mM, Tris-PQ 5 mM, pH 7.0, 0.1% (p/v) di BSA libera da acidi gga Per ogni
misura a questa soluzioni e stato aggiunto suexib@tmM, rotenone 3.75 UM,
oligomicina 2pg/ml, safranina (83.3 nmol/mg) earigina (80 ng/ml).
La titolazione dello Stato 4 della respirazione tatas eseguita mediante

sequenziali aggiunte di malonato a concentrazimgaenti fino a 5 mM.

6.7.4Misura della conduttanza protonica indotta dagli aedi grassi

Per avere informazioni sul disaccoppiamento indd#gli acidi grassi € stata
anche effettuata la determinazione della cinetiehacconduttanza protonica
indotta dagli acidi grassiin analogia a quella effettuata per la conduttanza
protonica basale. Tale determinazione é statawtditolando la respirazione ed
il potenziale di membrana in presenza di oligonacisuccinato e palmitato con
quantita crescenti di malonato fino a 0.6 mM pemitocondri epatici. Le
concentrazioni di palmitato da aggiungere soncestaicolate tenendo conto
dell'interazione tra gli acidi a lunga catena dhtamind**. Le concentrazioni di
acido grasso che effettivamente si aggiungono iellaera di misura sono di 85

UM per le misure effettuate sui mitocondri di fegat

81



6.7.5 Determinazione dell'attivita totale dellaCarnitina-palmitoil-
transferasi.
L’attivita totale della Carnitina-Palmitoil-Transtesi (CPT) e stata misurata
mediante l'utilizzo di uno spettrofotometro allanghezza d’'onda di 412 nm,
seguendo la cinetica della produzione di CoA-SHnitiaa-dipendente in
presenza di acido 5;8itio-2-nitrobenzoico (DTNB) usando palmitoil-CoA
come substrato.
Il metodo spettofotometrico € basato sul rilasdi€CdA dai tioesteri dell’Acil-
CoA. Cio induce la riduzione del DTNB ad acido &-&-nitrobenzoico che
determinera lo sviluppo di un colore giallo. La zieme e stata misurata
seguendo la metodica di Alexon e Nedergdfdincubando i mitocondri in: 75
mM di Hepes (pH 7.5), 10 mM di EDTA, 10 mg/ml di BS2.5 ml di Palmitoil-
CoA, 3 mM di DTNB. Tutte le provette contenenti $eluzioni sono state
incubate per 3 minuti a 35°C prima di aggiungerknRail-CoA e carnitina. La
concentrazione dei tioli rilasciati &€ stata caltaldal coefficiente di estinzione
molare, Bionm= 13.6 mM™* cmit dopo aver corretto per la reazione aspecifica dei
gruppi sulfidrilici dell’enzima con DTNB e per I'/dlisi non specifica della
Palmitoil-CoA.

6.7.6 Determinazione dell’'attivita dell’aconitasi nitocondriale.

Il dosaggio dell’aconitasi € un metodo sensibile pésurare “in vivo” i danni
prodotti dai radicali liberi sulla funzione delleasromolecole biologicHé.
Infatti l'aconitasi € un enzima particolarmente sbile all’attacco e
all'inattivazione da parte dei radicali del’'ossiga*®**’ per cui la sua attivita &
danneggiata dalla presenza di elevati livelli dlicali liberi nel suo sito attivo,
un claster [4Fe-4S], che € il principale bersadioradicali liberi. Il meccanismo

di inattivazione dell’aconitasi da parte dei radlitiaeri € il rilascio di ferro dal
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cluster [4Fe-4S]. L'aconitasi € un enzima del cidioKrebs, che catalizza la
conversione reversibile di acido citrico in isoicitr, che viene poi ossidato dalla
isocitrico deidrogenasi ad-chetoglutarato, con formazione di NADP ridotto
(NADPH).

Il dosaggio dell'aconitasi viene effettuato spdtitometricamente misurando
'aumento di assorbanza a 340 nm dovuto alla foromez di NADPH. |
campioni sono stati incubati a 25°C in un buffestitoito da Tris-HCI 50 mM a
pH 7,4 e MnC] 0,6 mM, NADP 0,2 mM, sodio-citrato 30 mM e 2 U/ml di
isocitrico deidrogenasi e la formazione di NADPH «ata seguita
spettrofotometricamente a 340 nm a 25°C.

La misura € stata realizzata in presenza di Tr#n allo scopo di rompere la
membrana mitocondriale e solubilizzare I'enzimapaterlo dosare.

L’attivita dell’aconitasi & calcolata usando il fi&ente di estinzione molare
e del NADPH, 6,22x1M *cm™.

Il livello dellattivita di questo enzima, misurateell’estratto mitocondriale,
eguaglia I'aconitasi attiva (livello basale).

L’aconitasi inibita dai ROS e stata riattivata aéiné I'attivita totale potesse
essere misurata mediante I'incubazione degli éstratocondriali in un mezzo
contenente ditiotreitolo (DTT) 50 mM, B&a 0,2 mM e solfato ammonio ferroso
0,2 mM.

6.7.7 Determinazione dell'attivita della superossiol dismutasi

La superossido dismutasi € un enzima che catdhzzmazione:

20,"+2H - H,0, + O,
Quindi ha il compito di ripulire la cellula dai nadli liberi e mantiene la
concentrazione dei radicali ossigeno ad un liveli@ordinariamente basso in
diverse cellule e organéfif. Il dosaggio della superossido dismutasi si realiz

spettrofotometricamente andando a monitorare lacit@l di riduzione del

83



citocromo C, utilizzando il sistema xantina-xantoesidasi come produttore di
0,".

La superossido dismutasi, competendo con i radigli che determinano la
riduzione del citocromo C, provoca una diminuziaedia velocita di riduzione
del citocromo C.

Il dosaggio si effettua utilizzando il metodo désorda Flohé ed Otting®.
L’attivita specifica della SOD e stata misuratdizaando un buffer costituito da
KH,PO, 50 mM, EDTA 0,1 mM, KCN 2 mM, xantina 0,1 mM, NaGHl mM,
citocromo C 20 mM e 0,0033 U/ml di xantina ossidasi

Le misure sono state effettuate spettrofotometrezaen (550 nm) a 25°C
monitorando il decremento nella velocita di ridungodel citocromo C da parte
dei radicali liberi generati dal sistema xantinatikaa ossidast®. L'attivita della
SOD, espressa come Unita/mg di proteine, vieneolzdl tenendo presente che
una Unita di superossido dismutasi € definita céanguantita di enzima che

inibisce del 50% la riduzione del citocromo C.

6.7.8 Determinazione del rilascio mitocondriale dH»0,

E stato considerato come indicativo della produziatitocondriale di ROS il
rilascio di HO,, che si forma dalla trasformazione dei radicabeti
dell'ossigeno ad opera della SOD. La velocita dascio mitocondriale di KO,
e stata determinata misurando l'incremento dellariscenza (eccitazione a 312
nm, emissione a 420 nm) provocato dall'ossidazideiacido omovanillinico
ad opera dell KO, in presenza della perossidasi di rafano. Il buffier
incubazione, pH 7.4, € composto da: KCI 80 mM, Kepe mM, EGTA 1 mM,
K2HPO4 5 mM, MgCI2 2 mM, BSA 0,3% a 37°C in un vole totale di 1,5 ml.

In tale buffer sono state incubate:

- Proteine mitocondriali 0,25 mg/ml

- Perossidasi di rafano 12 U/ml

- Acido omovanillinico 0,1 mM

- SOD 50 U/ml
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Dopo 10 secondi dall’incubazione sono stati agg2@il di succinato.

La fluorescenza e stata letta al fluorimetro, tiotadi una cella
termostaticamente controllata ed interfacciato acanPC IBM-compatibile. La
curva standard e stata ottenuta aggiungendo gaardte di HO, per tarare lo

strumento in presenza di acido omovanillinico eopeidasi di rafano.

6.8. ANALISI STATISTICHE.

| dati ottenuti sono stati riportati come le meglierrore standard delle medie
(ES) di cinque differenti ratti. Le analisi staitéie sono state compiute usando
I'analisi della varianza ANOVA. Il confronto trasingoli gruppi & stato fatto
tramite il Newmann-Keuls. Il livello minimo di sidficativita scelto e stato
P<0,05.

Tutte le analisi sono state compiute usando il @egna Graphpad Prism
(Graphpad software inc., San Diego, CA,USA).
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CAPITOLO 7.
RISULTATI.

DISEGNO SPERIMENTALE 1

| dati sul guadagno di peso corporeo e sull’'eneaggunta sottoforma di cibo
sono riportati in tabella 1. Dalla tabella si osseche dopo quattro settimane di
trattamento i ratti alimentati con dieta iperligidj gruppo D mostrano un
guadagno di peso corporeo significativamente maggiel 23% rispetto ai ratti
alimentati con dieta standard di laboratorio, gaujy mentre i ratti alimentati
con dieta iperlipidica e che ricevono una inieziand 2, ovvero il gruppo DT,
hanno un guadagno di peso corporeo simile a qdetiti N.

La quantita di energia introdotta non varia, inyeéaemaniera significativa nei
tre gruppi di ratti.

Per quanto riguarda l'efficienza energetica, cat@lcome percentuale del
rapporto tra il guadagno di peso corporeo e I'elaeirgrodotta, si nota che essa
aumenta significativamente nei ratti D rispettoadii N del 33%, mentre nei ratti
DT questa risulta significativamente ridotta dePd Yispetto ai D ed € molto
simile a quella degli N.

Questi risultati mettono in evidenza che i rattihBnno una maggiore tendenza ad
accumulare energia, rispetto ai ratti trattati cd®, nei quali la maggior parte
dell’energia viene invece spedaall’analisi della composizione corporea, tabellasi2
evidenzia che i ratti D e DT hanno un aumento §icativo del contenuto lipidico e del
contenuto energetico rispetto ai ratti N, mentredhtenuto di acqua e di proteine
rimane invariato nei tre i gruppi di ratti.

Per quanto riguarda invece il guadagno lipidico poogeo nei ratti D e
significativamente aumentato rispetto agli N, @%b, mentre risulta ridotto del 21%
nei ratti DT se confrontati ai D. Non e stata risitata una significativa differenza nei

tre gruppi di ratti per quanto riguarda inveceubhdagno proteico. Infine ho calcolato il
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rapporto tra il guadagno di lipidi e I'energia mdotta, tale rapporto e risultato piu alto
del 67% nei ratti D, rispetto agli N, mentre dimsue del 18% nei ratti DT rispetto ai
ratti D.

| risultati derivati dalla misura del metabolismashle, riportati in tabella 3,
mettono in evidenza un significativo aumento dehstomo di ossigeno, della
produzione di anidride carbonica e della spesagetien nei ratti DT rispetto
agli N e ai D; il quoziente respiratorio € signdfivamente diminuito nei ratti D e
DT rispetto agli N, indice di una maggiore ossidagi lipidica in tali animali.

Da questi primi risultati si puo dunque concludene la somministrazione di
T2 in ratti trattati con dieta iperlipidica portd ana riduzione del guadagno di
peso corporeo e del guadagno lipidico e dell'effizia corporea ed un aumento
della spesa energetica.

Nella tabella 4 sono riportati i valori dei liveslerici di colesterolo, trigliceridi
ALT ed i dati mettono in evidenza che i livelli s#rdi questi tre parametri nei
ratti D sono significativamente piu elevati rispedt quelli degli N e che nei ratti
DT tali valori risultano significativamente ridotde confrontati ai ratti D. In
particolare i livelli serici di colesterolo sonoupalti nei D rispetto agli N, ma
ridotti significativamente del 19% nei DT, se canftati ai D. | livelli serici di
trigliceridi nei ratti D sono il 135% piu alti rigto agli N, la somministrazione di
T2 riduce significativamente i trigliceridi ad umalere simile a quello degli N. |
valori serici di ALT sono significativamente piutiatlel 38% nei ratti D, se
confrontati agli N, indice dunque di un danno egatin tali ratti; mentre la
somministrazione di T2 riduce il valore di tale grmetro ad un valore non
significativamente differente da quello degli N. rNasi osserva nessuna
significativa variazione dei livelli serici di TSHei tre gruppi di ratti. Questi
risultati indicano che la somministrazione di T2tpoad una diminuzione dei
livelli serici di colesterolo, di trigliceridi e &t grassi senza influenzare I'asse
ipotalamo-ipofisi-tiroide.

In figura 1 e riportato il test di risposta dellacgmia ed dell'insulinemia in
seguito ad un carico orale di glucosio. Dalle cuglieemiche e possibile notare

che i ratti D se paragonati ai ratti N, mostranovafore AUC (area sottesa la
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curva) significativamente maggiore, mentre tal@salisulta minore nei ratti DT
confrontati ai ratti D.

Le curve dell'insulina nei tre gruppi di ratti catsrati, mostrano, invece, che
nei ratti D e DT, rispetto ai ratti N, le aree ss# sono significativamente
maggiori rispettivamente del 67% e del 57%.

Da questi risultati si evince, quindi, che la TZhara la tolleranza al glucosio
e la sensibilita all'insulina come indicato anchai disultati ottenuti sulla
fosforilazione dell’Akt nel muscolo scheletrico.

In figura 2, sono, infatti, riportati i livelli dfosforilazione dall’Akt a livello
del muscolo scheletrico. La fosforilazione dell’Akisulino-indotta &€ diminuita
nei ratti D e DT rispetto ai ratti N, tuttavia naitti DT € aumentata rispetto ai
ratti D.

In figura 3a sono riportate le foto dei fegati prelti dai ratti al momento del
sacrificio con le rispettive immagini delle analistologiche delle sezioni di
fegato. Dalle foto dei fegati si evince che i raltimentati con dieta iperlipidica
(D), sia rispetto ai ratti alimentati con la dieti@ndard di laboratorio (N) che a
quelli che hanno ricevuto iniezione di T2, hannanayggiore accumulo di grasso
nel fegato. Il loro fegato, infatti, ha un colorgl ghiaro rispetto a quello degl
altri due gruppi. Questi dati confermano che la womstrazione di T2
contemporaneamente al trattamento con dieta ifgid# e in grado di prevenire
'accumulo di lipidi epatici. Tali osservazioni smnavvalorate dai risultati
ottenuti dall’ analisi istologica delle sezionifégato, infatti tali sezioni colorate
con il Sudan black mostrano la presenza di un noaggimero di goccioline
lipidiche nei ratti D rispetto agli N, mentre lezgni del fegato dei ratti DT
mostrano un numero di goccioline lipidiche ridat&petto ai ratti D.

In figura 3b sono riportati i livelli epatici diigliceridi. | dati mettono in
evidenza che nei ratti D si ha un aumento sigriifioadi tale valore rispetto agli
N del 106%; mentre nei ratti DT si osserva una ifgativa riduzione dei

trigliceridi epatici se confrontati ai D del 42%.
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Questi dati confermano che la somministrazionE2de in grado di far ridurre
'accumulo di acidi grassi epatici in ratti trattabntemporaneamente con dieta
iperlipidica.

In figura 4a é riportata la velocita dissidazione degli acidi grassi nei
mitocondri epatici.l risultati mettono in evidenza che la velocit&pieatoria
mitocondriale, in presenza di palmitoil-carnitinange substrato, € piu alta nei
ratti D e DT se paragonati ai ratti N rispettivaneedel 30% e del 84%. Questi
risultati indicano che la T2 aumenta la capacitandigocondri di ossidare gl
acidi grassi.

In figura 4b sono riportati i valori relativi alltavita della CPT. Tale valore €
aumentato significativamente nei ratti D rispettgliaN del 38% ed e
ulteriormente aumentato nei ratti DT rispetto ad€& 52%. Questi dati mettono
in evidenza che la somministrazione di T2 incremerdn solo I'ossidazione ma
anche il trasporto degli acidi grassi nei mitocaoegatici.

Ho valutato anche [lefficienza energetica mitocasldr misurando la
conduttanza protonica basale. In figura 5 sono ri@pio i risultati della
conduttanza protonica basale, come cinetica delleazioni del potenziale di
membrana in funzione delle variazioni del consumossigeno nei mitocondri
dei ratti N, D e DT. La curva risultante dalla pione dello Stato 4 della
respirazione in funzione del potenziale di membrianassenza di fosforilazione
ossidativa nei mitocondri isolati di fegato e unasuma indiretta della
conduttanza protonica, ossia della perdita protonmitocondriale. | dati
mostrano che nei ratti DT la conduttanza protob@sale € maggiore rispetto ai
rati D ed N. Questo significa che per mantenere cento potenziale di
membrana, i mitocondri dei ratti DT consumano pégigeno, rispetto agli altri
due gruppi di ratti. Dunque la somministraziond #8iporta ad un aumento della
conduttanza protonica basale e quindi ad un aumdatia dissipazione di
energia sotto forma di calore. Considerando, cloenec gia detto, lo stress
ossidativo gioca un ruolo importante nella patogewkella steatosi, ho voluto
misurare anche un parametro dello stress ossidapiale €, appunto, I'aconitasi,

enzima del ciclo di Krebs, sensibile alle specadtree dell’ossigeno.
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In figura 6 viene riportata, quindi, la misura delpporto tra aconitasi
basale/aconitasi totale, il cui decremento € d@inetinte proporzionale
al’'aumento della produzione di ROS. | risultategentati in figura 6 indicano
che la dieta ad alto contenuto di grasso inducesstrossidativo a livello
mitocondriale, comportando una maggiore produzidn®OS. Infatti, quando
paragonati ai ratti N, i ratti D mostrano una maggiinibizione dell’attivita
dell’enzima aconitasi, come indicato dalla sigrfica riduzione del rapporto
aconitasi basale/aconitasi totale, nei ratti De tablore e significativamente
diminuito rispetto ai ratti N, ma € aumentato rispeai ratti D. Questi dati
indicano che la somministrazione di T2 a ratti almati con una dieta

iperlipidica riduce lo stress ossidativo epaticearondriale.
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TABELLA 1
Guadagno corporeo, energia introdotta ed efficienza&nergetica nei ratti N,

DeDT

N D DT
Guadagno dipesol 76 54 49 95,2 + 4,0% 79,4 + 3,0#
corporeo, ¢
Energia totale 7394+182 8111+159 7764+182
introdotta, kJ
Effl(:le_nza 1,05+0,02 1,17+0,02* 1,02+0,01#
energetica, %

I van[i sono le medie £ ES di 5 differenti esperiranti
P < 0,05 rispetto a N¥ P < 0,05 rispetto a D
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TABELLA 2

Contenuto lipidico, proteico ed energetico nei rattN, D e DT

N D DT
CO”te”L(‘)joo lipidico | 45 540,73 14,9+0,37* 14,2+0,52*
Contenuto diFO | 61,140,90 57,1+1,82 59,8+0,26
Contenuto di 17.8+0,71 17+0,65 17,2+0,83
proteine %

Energia kJ 90,03 9,8+0,08* 9,6+0,09*
G“adag”go pidico 15 941 2 23,2¢1,0 18,4+1,4"
Guadaglz]o lipidico 506,365 911+54 722.9+61*
G“adagngo PrOIEICOl  14,643,3 15,743 13,742,2
%“adagno Proteicol 543 7477,22 369,8+71,28 322+50,76

Guadagno

lipidico/energia 6,7+0,2 11,2+0,55 9,2+0,3"
introdotta

I van[i sono le medie £ ES di 5 differenti esperiranti
P < 0,05 rispetto a N* P < 0,05 rispetto a D
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TABELLA 3

Consumo di ossigeno, produzione di anidride carbooa, quoziente

respiratorio e spesa energetica nei ratti N, D e DT

N D DT
VO,(ml/min/kg® ™) 8,0+0,4 7,62+0,4 10+0,5*#
VCO,(ml/min/kg® ") 7,76+0,3 6,76+0,2* 8,5+0,2*#
RQ 0,97+0,02 0,89+0,01* 0,85+0,02*
EE(kcal/day/kg” "™ 59,9+3,0 55+2,3 72+43,6%#

VO,= consumo di ossigeno

VCO,= produzione di anidride carbonica

RQ= quoziente respiratorio
EE= spesa energetica

I valo[i sono le medie £ ES di 5 differenti esperiranti
P < 0,05 rispetto a N” P < 0,05 rispetto a D
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TABELLA 4

Livelli serici di colesterolo, trigliceridi, ALT e TSH

nei ratti N, D e DT.

N D DT
Colesterolo, mg/dl 40+0,5 68+0,5* 55+0,5*#
Trigliceridi, mg/dl 9848 230+20* 120+18#

ALT, U/l 2011 29+2* 18+1,1#
TSH, ng/ml 0,60+0,12 0,50+0,07 0,63+0,05

ALT= alanine ammino transferasi
TSH= ormone stimolante la tiroide

I vaIPri sono le medie £ ES di 5 differenti espegimti
P < 0,05 rispetto a NP < 0,05 rispetto a D
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FIGURA 1

Risposta del glucosio e dell'insulina ad un test dearico orale di glucosio
(OGTT) neiratti N, D e DT.

180,0

16C,0

—_—Y

-1

glucosio, mg/dl
= = e
]} \»] iy
o o o
] (@] ]

DI

80,0

60’0 | | | |

0 30 60 120 150 180

920 .
Tempo, mins

1,600
1,400
1,200

< 1,000

% 0,800

=
@ 0,600 4
=

= 0,100

=

= 0,200

——N

—--D

Dt

0 30 60 90 120 150 180
Tempo, mins

N D DT

AUC glucosio 19653 + 704 23899 + 995| 20107 + 1212

AUC insulina 96 + 13 160 + 10 151 + 16

AUC = area sottesa alla curva
| valori sono le medie + ES di 6 differenti espesimi.

" P < 0,05 rispetto a NP < 0,05 rispetto a D

95




FIGURA 2

Fosforilazione dell’Akt indotta dall'insulina a liv ello muscolare
neiratti N, D e DT.
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FIGURA 3a

Effetto della T2 sull’accumulo di grasso in sezionepatiche
DeirattiN, D e DT

FIGURA 3b

Livelli dei trigliceridi epatici epatici dei ratti N, D, DT
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I valo*ri sono le medie £ ES di 5 differenti espeginti
P < 0,05 rispetto a NP < 0,05 rispetto a D
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consumo di ossigeno
ng atomi di O/(min x mg di proteine)

nmoliCoA/min x mg di proteine

FIGURA 4a

Ossidazione degli acidi grassi nei mitocondri epati
deiratti N, D, DT
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I valo*ri sono le medie £ ES di 5 differenti espeginti
P < 0,05 rispetto a NP < 0,05 rispetto a D

FIGURA 4b

Attivita della CPT nei mitocondri isolati di fegato
neiratti N, D e DT
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FIGURA 5

Cinetica della conduttanza protonica basale nei maicondri isolati dal fegato
deiratti N, D, DT
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FIGURA 6
Misura dell'attivita dell’aconitasi nei mitocondri isolati dal fegato dei

ratti N,D,DT.
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DISEGNO SPERIMENTALE 2

Per quanto riguarda il secondo disegno sperimentale@e si osserva dalla
tabella 5, nei ratti alimentati con dieta iperlipal nelle ultime quattro settimane,
il guadagno di peso € significativamente maggigspetto ai ratti N del 27%,
mentre nei DT il guadagno di peso corporeo € déb BTinore rispetto a quello
dei D. Per guanto riguarda l'efficienza energeticalcolata come percentuale
del rapporto tra guadagno energetico ed energiadotta, questa aumenta in
maniera significativa nei ratti D rispetto ai rattidel 44%, mentre nei DT non é
significativamente diverso rispetto ai ratti N. Qi i risultati sul calcolo
dell’efficienza energetica anche in questo secatislegno sperimentale, mettono
in evidenza che i ratti D hanno una maggiore temalead accumulare energia,
rispetto ai ratti trattati con T2 nei quali la maggoarte dell'energia viene invece
spesa.

In tabella 6 sono riportati i valori dei livelli sei di colesterolo trigliceridi,
ALT e TSH. I risultati mettono in evidenza un aurtedei primi tre parametri
nei ratti D rispetto agli N ed una diminuizione m&iti DT se confrontati ai ratti
D. In particolare i livelli serici di colesterolaso piu alti nei D rispetto agli N
del 73%, ma ridotti significativamente del 20% ¥, se confrontati ai D. |
livelli serici di trigliceridi nei ratti D sono ilL39% piu alti rispetto a quelli degli
N, la somministrazione di T2 riduce significativam®i trigliceridi ad un valore
simile a quello degli N. | valori serici di ALT sorsignificativamente piu alti del
52% nei ratti D, se confrontati agli N, indice duegdi un danno epatico in tali
ratti; mentre la somministrazione di T2 riduce dlore di tale parametro ad un
valore non significativamente differente da quelemli N. Invece, i livelli serici
del TSH non sono significativamente differenti treigruppi di ratti.

In figura 7a sono riportate le foto dei fegati prelti dai ratti al momento del

sacrificio con le rispettive immagini delle analistologiche delle sezioni di

101



fegato. Dalle foto dei fegati si osserva che ii @ttmentati con dieta iperlipidica
(D), rispetto agli altri due gruppi di ratti hanma maggior accumulo di grasso,
in quanto il loro fegato appare piu chiaro. Con@aente i ratti ai quali € stata
somministrata T2 presentano un minor accumulo pidiliepatici, in quanto il
fegato risulta essere piu scuro di quello dei @atte molto piu simile a quello
degli N, cio indica che la somministrazione di T2aBche in grado di far
regredire I" accumulo di lipidi nel fegato. Datonéermato dall’analisi istologica
delle sezioni di fegato e dalla misura dei liveliatici di trigliceridi. Le sezioni
di fegato colorate con il Sudan black per I'anaié$ologica indicano, infatti la
presenza di un maggior numero di goccioline lighdicei ratti D rispetto agli N,
mentre le sezioni di fegato dei ratti DT mostrano numero di goccioline
lipidiche ridotto rispetto ai ratti D.

In figura 7b sono riportati i livelli epatici diigliceridi. | dati mettono in
evidenza che nei ratti D si ha un significativo &mbo di tale valore rispetto agli
N del 104%; mentre nei ratti DT si osserva invega significativa riduzione dei
trigliceridi epatici se confrontati ai ratti D déB%. Questi dati confermano che
la somministrazione di T2 € in grado di ridurretaccumulo di lipidi in ratti
resi precedentemente steatotici con un trattamenmuungato con dieta
iperlipidica.

In figura 8a €& riportata la velocita dissidazione degli acidi grassi nei
mitocondri epatici | risultati mettono in evidenza che la velocitaodsidazione
degli acidi grassi € il 79 %iu alta nei ratti D rispetto agli N, ed & ulterim@nte
aumentata nei ratti DT piu del 120% rispetto di fdt

In figura 8b sono riportati i valori relativi altvita del sistema enzimatico
della palmitoil carnitina transferasi CPT. Tale oral € aumentato
significativamente nei ratti D rispetto agli N eduleriormente aumentato nei
ratti DT. In particolare nei ratti D e DT I'attitdi questo enzima rispetto agli N
e aumentata progressivamente del 31% e del 64%stiQdati mettono in
evidenza che la somministrazione di T2 incrememtia solo I'ossidazione ma

anche il trasporto degli acidi grassi nei mitocaoegatici.
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Ho valutato anche l'efficienza energetica mitocaoadr misurando sia la
conduttanza protonica basale che indotta.

In figura 9a sono riportati i risultati della cortthnza protonica basale, come
cinetica delle variazioni del potenziale di memlaram funzione delle variazioni
del consumo di ossigeno nei mitocondri dei rattCNe DT. | dati mostrano che
nei ratti DT la conduttanza protonica basale e rnwaggispetto ai ratti D ed N.
Nessuna variazione si osserva tra i ratti N e D.

In figura 9b sono riportati i risultati della cantinza protonica indotta dagli
acidi grassi espressi sempre come cinetica delt@arani del potenziale di
membrana in funzione delle variazioni del consuthossigeno, nei mitocondri
dei ratti N, D e DT. | ratti D presentano una mmmaronduttanza protonica
indotta rispetto agli N, infatti per un dato valateconsumo di ossigeno hanno
un potenziale di membrana maggiore, nei ratti DDsserva una conduttanza
protonica indotta maggiore rispetto ai D e agli Questo significa che per
mantenere un certo potenziale di membrana, i mitdcalei ratti DT consumano
piu ossigeno, rispetto ai ratti N e D. Dunque lmsonistrazione di T2 determina
un aumento della conduttanza protonica sia basearclotta da acidi grassi, e
quindi una maggiore dissipazione di energia sottoéodi calore.

In figura 10a sono riportati i risultati della mraudell’attivita dell’aconitasi,
indice di danno ossidativo mitocondriale. | datistnano che i ratti D hanno una
diminuzione del rapporto aconitasi basale / acenttzale rispetto ai ratti N del
19%; mentre i ratti DT se paragonati ai D, mostranaapporto piu elevato del
18%. Tali risultati indicano che la dieta ad altmtenuto di grasso induce stress
ossidativo a livello mitocondriale, comportando umaggiore produzione di
ROS. Infatti, quando paragonati ai ratti N, i réfti mostrano una maggiore
inibizione dell'attivita dell’enzima aconitasi, cemindicato dal diminuito
rapporto aconitasi basale/aconitasi totale, il guadi ratti DT €, comunque,
diminuito rispetto ai ratti N, ma € aumentato rispai ratti D.

Questi dati indicano che la somministrazione dialéatti alimentati con una
dieta iperlipidica riduce lo stress ossidativo @mamitocondriale indotto dalla

dieta iperlipidica.
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Nella figura 10b € riportata la misura dell'attdvispecifica dell’enzima
superossido dismutasi (SOD), enzima che catalizzdidmutazione dello ione
superossido(O2y ad HO, e O, che viene ulteriormente convertito aCH per
azione della catalasi e della glutatione per ossidasultati mettono in evidenza
che l'attivita di tale enzima nei ratti D € notev@nte diminuita rispetto agli N
del 31%, mentre nei DT & aumentata rispetto ai l25%.

Nella figura 10c sono riportati i risultati delagcio mitocondriale di perossido
di idrogeno, nei ratti N, D e DT. La misuraziond gerossido di idrogeno ci
permette di valutare indirettamente la produzionesuperossido a livello
mitocondriale a causa dello stress ossidativo.til astrano che nei ratti D si
verifica un aumento del rilascio mitocondriale diGH rispetto agli N del 18%,

mentre nei DT il rilascio mitocondriale di,8, € minore rispetto ai D del 24%.
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TABELLA S5

Guadagno corporeo, energia introdotta ed efficienzanergetica
neirattiN, D e DT

Guadagno di 15+ 1 19+ 1 12+ 1%
peso corporeo, g
Energia totale 9348455 8174386 9614402

introdotta, kJ

Efficienza

energetica, % 0.16:0.01 0.230.02 0.12+0.01"

I valo*ri sono le medie £ ES di 5 differenti espeginti
P < 0,05 rispetto a NP < 0,05 rispetto a D
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TABELLA 6

Livelli serici di colesterolo, trigliceridi, ALT e TSH
neirattiN, D e DT

N D DT
Colesterolo, mg/dl 45,5+0,6 78,5+0,6* 62,5+0,%*
Trigliceridi, mg/dl 105+8,0 250,0+22,5* 140,0+18:0
ALT, U/l 23%1,0 35,0+2,0* 20,0240
TSH, ng/ml 0,64+0,07 0,73+0,05 0,76+0,06

ALT= alanino amminotransferasi

TSH= ormone stimolante la tiroide

I valo*ri sono le medie £ ES di 5 differenti espeginti
P < 0,05 rispetto a NP < 0,05 rispetto a D
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FIGURA 7a.

Effetto della T2 sull’'accumulo di grasso in sezionepatiche
DeirattiN, D e DT

FIGURA 7b

Livelli dei trigliceridi epatici dei ratti N, D, DT
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I valo*ri sono le medie £ ES di 5 differenti espeginti
P < 0,05 rispetto a NP < 0,05 rispetto a D
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FIGURA 8a
Ossidazione degli acidi grassi nei mitocondri epati
deiratti N, D, DT
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I valo*ri sono le medie £ ES di 5 differenti espezinti
P < 0,05 rispetto a NP < 0,05 rispetto a D

FIGURA 8b
Misura dell'attivita della CPT in mitocondri isolat i di fegato
deiratti N, D e DT
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I valo*ri sono le medie £ ES di 5 differenti espeginti
P < 0,05 rispetto a NP < 0,05 rispetto a D
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FIGURA 9a

Cinetica della conduttanza protonica basale nei naicondri isolati dal
fegato deiratti N, D e DT
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FIGURA 9b.

Cinetica della conduttanza protonica indotta dagliacidi grassi nei

mitocondri isolati dal fegato dei ratti N, D e DT
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FIGURA 10a
Misura dell'attivita dell’aconitasi nei mitocondri isolati dal fegato dei ratti
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FIGURA 10b
Misura dell'attivita della SOD nei mitocondri isolati dal fegato
deiratti N, D, DT
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FIGURA 10c
Misura del rilascio di H,O, nei mitocondri isolati dal fegato
deiratti N, D, DT
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CAPITOLO 8.

DISCUSSIONE.

L’'obesita € una condizione determinata da un ctstailancio energetico
positivo che porta ad un aumento della massa dslite adiposo dell’organismo
e ad un maggiore rischio di incorrere in malatisaziate ad essa, come: diabete,
steatosi epatica, dislipidemia e malattie cardiogksi. In passato erano poche le
cure contro I'obesita, oggi, invece, sono statipset dei potenziali farmaci in
grado di ridurre i danni apportati da questa pajialo

In particolare sono stati effettuati studi suglmani tiroidei, soprattutto sulla
T3, evidenziandone un ruolo importante sulla ridoei di peso, dovuta
soprattutto ad un aumento della velocita metabolidanostante cio, € stato
limitato I'utilizzo della T3 come agente con attvianti-obesita, in quanto é stato
riscontrato uno stato tireotossico associato aiaffietti benefici.

Per tale motivo e stata posta l'attenzione sul qudélla T2 nella cura
dell'obesita, in quanto il suo utilizzo non induedfetti tireotossici. Fino a
qualche anno fa la T2 era considerata un metaboétiivo della T3 e T4, ma un
numero crescente di prove sperimentali ha dimastidie questo ormone
possiede attivita biologica, & stato dimostratatinfin studi condotti nel 1997,
che tale ormone ha un effetto sul metabolismo et di modelli animali, in
qguanto aumenta la velocita del metabolismo a rigB3dR) nei ratti trattati con
tale ormone. Tale ormone € in grado quindi di skamla velocita metabolica e
la respirazione cellulare attraverso meccanismpgrtlenti da quelli attuati dalla
T3. Partendo dal presupposto che la T2 puo auneef@aspesa energetica e
tenendo presente che i mitocondri svolgono un runjmortante nella patogenesi
della NASH e che la T2 ha come bersaglio principahocondri, lo scopo della

presente tesi € quello di valutare l'effetto delthmne tiroideo T2 in ratti
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alimentati contemporamente con dieta iperlipidima sl bilancio energetico e
sia sulla funzionalitd mitocondriale epatica, faczdndo, quindi, lI'attenzione
sulla capacita della T2 nel prevenire e migliodssecumulo di grasso a livello
epatico.

A tale scopo ho utilizzato due disegni sperimentali

il primo prevedeva un trattamento di quattro seiti;@ con dieta
iperlipidica e contemporanea somministrazione diirT 2atti giovani (60 giorni
di eta). In tale disegno sperimentale ho focalzzatmia attenzione sull’effetto
della T2 sul bilancio energetico corporeo, sulldetanza al glucosio e sulla
capacita preventiva di tale ormone nello svilupptedsteatosi epatica.

« il secondo prevedeva un primo trattamento di séinsgne con dieta
iperlipidica in ratti di 180 giorni di eta e un s&lo periodo in cui veniva
somministrata T2 insieme alla dieta iperlipidica geattro settimane successive.
In questo secondo disegno sperimentale si € sceligartire da ratti di eta
maggiore e prolungare il periodo di trattamento daa iperlipidica allo scopo
di indurre severi danni a livello epatico primaimiziare il trattamento con T2.
Infatti, € noto che sia l'avanzare dell'eta siatelie@perlipidiche prolungate
inducono danni a livello epatico. Infatti, in talesegno sperimentale ho voluto
soprattutto valutare la capacita della T2 nel neuta steatosi epatica,
precedentemente indotta da un trattamento prolargmat dieta iperlipidica.

| risultati riguardanti il primo disegno sperimeletasull’analisi della
composizione corporea e del bilancio energeticdanetin evidenza che a parita
di energia introdotta, i ratti DT rispetto ai D egentano un minore guadagno di
peso corporeo. Valutando l'effetto della T2 sul abefismo basale, ho
riscontrato un aumento di questa componente dedlassenergetica nei ratti DT,
sia in relazione ai ratti D che ai ratti N.

Quindi, mentre nei ratti D una maggiore quantitéedergia introdotta viene
depositata nell’organismo portando ad un aumentmesdo corporeo, nei ratti DT
la maggior parte dell’energia introdotta viene spesziché depositata, al

contrario di quanto accade nei ratti D.
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Per quanto riguarda la composizione corporea mléadel trattamento, non ho
riscontrato variazioni significative tra i tre gpigi ratti in termini di percentuale
di proteine e acqua; mentre i ratti D e DT presemtaispetto agli N, un aumento
significativo della percentuale lipidica. La comosne corporea per cento
grammi di carcassa pertanto € la stessa nei D BThetuttavia i DT hanno un
minore guadagno di peso corporeo che corrispondeinadgninore guadagno
lipidico corporeo. Questo perché il trattamento d@&aumenta il metabolismo
basale e quindi la spesa energetica.

| ratti D hanno una maggiore efficienza energetéspressa come rapporto tra
guadagno energetico corporeo ed energia introdasagtto ai ratti N, indicando
che in tali ratti una maggiore quantita di eneligtaodotta viene depositata. Nei
ratti DT, invece, l'efficienza energetica € simdequella dei ratti Nindicando
che rispetto a ratti D una maggiore quantita dirgiaeintrodotta viene spesa
dall’organismo, come confermato dall’aumento detahelismo basale.

Il trattamento con T2, quindi, fa variare l'efficea energetica corporea,
intendendo per essa la capacita di trasformarenga introdotta dall’organismo
in energia depositata, utilizzabile dall'organisnstesso, senza disperderla
all’'esterno.

Ovviamente, una diminuzione dell’efficienza eneiggetcorporea e utile in
caso di ipernutrizione corporea per prevenire |sitae

Nei ratti DT ad una minore efficienza energeticaassocia una minore
efficienza di deposito dei lipidi (espressa conmgmato tra guadagno lipidico ed
energia introdotta) rispetto ai ratti D. In queagtimi si osserva un aumento di
tale efficienza rispetto ai ratti N, quindi i ralidepositano piu lipidi

Dal momento che I'obesita aumenta considerevolmeniesolo la probabilita
di insorgenza della steatosi epatica, ma anché&ndelino-resistenza, In questo
disegno sperimentale ho, quindi, ritenuto intenetesaalutare la capacita della
T2 di migliorare lo stato di resistenza all'insaire, quindi, la tolleranza al
glucosio.

| risultati ottenuti indicano che, in seguito ad carico orale di glucosio, i

valori di glicemia riferiti ai ratti D nell’arco desuccessivi 180 minuti restano
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elevati cosi come i livelli di insulina. Cio dimeatche i ratti alimentati con dieta
iperlipidica hanno una maggiore secrezione di insylma tale secrezione non
riesce a riportare i livelli di glucosio alla norhta nell’arco dei 180 minuti.
L’'insulina non riesce ad agire e a favorire I'ingge di glucosio nelle cellule,
pertanto i suoi livelli nel sangue si mantengorevati. Da cio si deduce che la
tolleranza al glucosio € diminuita nei ratti D, ias® aumentata l'insulino
resistenza. Al contrario, le concentrazioni di imanel sangue dei ratti DT sono
in grado di riportare le concentrazioni di glucoaia normalita nell’arco dei 180
minuti. L’ipotesi, quindi, di un eventuale ruololi@eT2 nel migliorare la risposta
ad un carico orale di glucosio, sembrerebbe essgrermata da questi risultati,
infatti vi € quindi un aumento della capacita dptzae il glucosio in circolo da
parte delle cellule bersaglio con una consegudieione della glicemia.

Dal momento che lo stato di insulino-resistenzagoeaiato con una diminuita
attivazione del PI3K e del suo substrato a vaelPKB/Akt, ho determinato lo
stato di fosforilazione di quest’ultima proteina meuscolo scheletrico che é |l
tessuto maggiormente coinvolto nell'insulino-resmsta. Questa proteina chinasi
serina/treonina € un mediatore cruciale dell'azioel'insulina. La sua
attivazione contribuisce a regolare l'uptake dicglsio, il metabolismo del
glicogeno, I'espressione genica, la sopravviveraie ctellule e, quindi, la loro
proliferazione e protezione dall’apoptosi

La diminuita tolleranza al glucosio che carattaaizzratti D e evidenziata
anche da una ridotta fosforilazione dell’Akt. L'iisa non riusce ad agire e
conseguentemente ad avviare la via di trasduziehsegnale.

Nei ratti DT, invece, la maggiore fosforilazione lldkt, favorita dal
trattamento con T2, evidenzia un’aumentata seitsibdll’insulina e, quindi,
un’aumentata tolleranza al glucosio.

Ho inoltre valutato i parametri ematici collegaltinaetabolismo lipidico e ho
riscontrato che i valori dei livelli serici di caerolo, trigliceridi e acidi grassi e
ALT misurati, mettono in evidenza che nei ratti Dvelli di questi parametri
sono aumentati significativamente rispetto aglimgntre nei DT sono ridotti

rispetto ai ratti D. Pertanto i ratti ai quali @tst somministrata la T2 mostrano un
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miglioramento di parametri ematici correlati alégipidemia. Invece non si

osservano differenze significative circa i livedierici di TSH nei tre gruppi di

ratti, indicando che i trattamenti utilizzati nonfluenzano l'asse ipotalamo-

ipofisi-tiroide. A questo punto ho ritenuto intesaaste analizzare se ad una
diminuzione dei livelli ematici di acidi grassi adliceridi, corrispondesse un

minore accumulo di lipidi a livello epatico.

| risultati dimostrano che la somministrazione @iriell’arco delle 4 settimane
di trattamento ha un importante effetto nel preneemd sviluppo della steatosi
epatica. Il colore dei fegati prelevati al momedéd sacrificio appare, infatti, piu
scuro nei ratti DT rispetto ai ratti D. Il datocenfermato anche dall’analisi
istologica di sezioni di fegato, che mette in ewzke nei ratti DT una minore
quantita di goccioline lipidiche, rispetto ai rdtittati con sola dieta iperlipidica,
e dalla misura dei livelli di trigliceridi epaticthe mettono in evidenza un
aumento di tali livelli nei ratti D, rispetto adii ed una riduzione nei ratti trattati
con T2, rispetto ai ratti D. La spiegazione corenale sull’accumulo di
trigliceridi negli epatociti € che 'aumento deffeassa degli adipociti e 'aumento
dell'idrolisi dei trigliceridi contribuisce all’auento dei livelli plasmatici di acidi
grassi liberi (FFA). La velocita di uptake degliA&Regli epatociti non e regolata
ed e, percio, direttamente proporzionale alla cotmagione di FFA nel plasma.

Gli FFA entrati nel fegato sono metabolizzati gah@ente mediante due vie
metaboliche: |I$-ossidazione per generare ATP, o I’ esterificazipeeprodurre
trigliceridi. Questi ultimi sono incorporati nellparticelle di VLDL per
fuoriuscire dall’epatocita, o in alternativa sonoepdsitati all'interno
dell’'epatocita. Difetti in uno di queste due vietat®liche possono portare alla
steatosi.

L’aumento sia di arrivo di FFA al fegato che dellsintesi epatica di
trigliceridi, molto probabilmente gioca un ruolo portante nello sviluppo della
steatosi. | risultati della tesi dimostrano chd, mgocondri epatici dei ratti D la
B-ossidazione e lattivita della CPT sono aumentigfgetto ai ratti N.

Questi risultati sono in accordo con quelli diidlrori, in cui un aumento del

carico di FFA a livello epatico causa un aumentdladg-ossidazione
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mitocondriale. Un aumento della beta ossidazion#gsesontra in topi ob/ob che
presentano un alto grado di stedffs in pazienti obesi affetti da NASH.

I meccanismi responsabili dell’ aumento dfdl@ssidazione nei pazienti con
NASH sono scarsamente conosciuti, ma sono statezatediverse ipotesi. Un
meccanismo potrebbe essere [lattivazione del PBARpatico da parte
dellaumentato pool di FFA. Un secondo meccanisratrgbbe, invece, essere
'aumento della stimolazione dellattivita dellaPT-1 che promuoverebbe
l'ulteriore ingresso di acidi grassi a lunga catem@a mitocondri epatici.
L’aumentata attivita e/o espressione della CPTsia&a riscontrata anche in topi
con steatosi epatica. Tale incremento sembra esleengo all’attivazione del
PPAR-<@, ma alcuni studi suggeriscono che anche gli agiassi a lunga catena
sono capaci di incrementare l'espressione di CPitlmodo PPARa
indipendent&*.

Nonostante l'aumento dellg-ossidazione mitocondriale in presenza di
steatosi, questa non € comunque in grado di cosaper’aumentato carico di
acidi grassi liberi, per cui gli FFA in eccesso geno convertiti in trigliceridi ed
in parte conservati all’'interno del citoplasma, saudo steatosi e, in parte, secreti
nel plasma, determinando ipertrigliceridemia.

Anche i risultati della mia tesi, portano dunqueipotizzare che I'aumento
della B-ossidazione e della CPT riscontrato nei ratti Dn rea in grado di
compensare I'aumentato carico di FFA che sopraggial fegato, portando ad
un aumentato deposito di trigliceridi, come confatondal colore del fegato.

Nei ratti DT si osserva un incremento rispetto s$iB dellap-ossidazione che
dell'attivita della CPT, meccanismo che favorisosdidazione lipidica anzicché
il deposito a livello epatico.

Un altro meccanismo attraverso il quale la T2 poatgbuire a prevenire
'accumulo di lipidi a livello epatico pu0 esserdevato nella diminuzione
dell’efficienza dell’accoppiamento mitocondrial@ tossidazione del substrato e

produzione di ATP (effetto termogenico).
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L’efficienza attraverso la quale I'energia dei dudis viene convertita in ATP,
cioe l'accoppiamento tra velocita della catena iragmria e la fosforilazione
ossidativa, dipende dall’ entita della conduttapmzonica.

Le misure da me effettuate dimostrano che in qugsino disegno
sperimentaleil trattamento con T2 porta ad una diminuzione 'diitienza
mitocondriale. Infatti, si osserva un aumento detladuttanza protonica basale
nei ratti DT rispetto agli altri due gruppi di natta diminuzione dell’ efficienza
mitocondriale pud essere uno dei meccanismi attsavéd quale la T2 puo
contribuire alla diminuzione dell’efficienza enetiga corporea e I'accumulo
lipidico riscontrata nei ratti DT rispetto ai D. Ldiminuzione dell'efficienza
mitocondriale nei ratti DT indica che in tali rattimitocondri epatici devono
ossidare una maggiore quantita di substrati (gjaali gli FFA che arrivano in
eccesso al fegato) per produrre la stessa qualitiéalP dei D. La maggiore
conduttanza protonica € un modo per disperdereadignte protonico utile per
produrre ATP sottoforma di calore e per bruciara maggiore quantita di grassi
per produrre la stessa quantita di ATP. Consegoesrite, una maggiore
quantita da acidi grassi che arrivano al fegatoosdinetti verso I'ossidazione
anzicché verso il deposito.

L’aumento della conduttanza protonica basale nii A, portando ad una
riduzione del potenziale di membrana, puo avereimpartante implicazione nel
prevenire lo sviluppo di steatosi, in quanto ilagisoppiamento puo portare ad
una riduzione della produzione dei ROS.

Tenendo presente che lo stress ossidativo svolgenpartante ruolo nella
patogenesi della steatosi, ho ritenuto interessaaltgare come indice di stress
ossidativo I'attivita dell’aconitasi, enzima detki di Krebs che contiene nel suo
sito attivo un cluster [4fe-4s] che ossidato daibme superossido, viene
inattivato.

| risultati indicano che i ratti D hanno un elevatecremento dell’attivita
dell’aconitasi (intesa come rapporto aconitasi le#seonitasi totale), rispetto
agli N, mentre i ratti DT presentano un rapportd pito rispetto ai D. La T2

riesce a prevenire i danni a livello mitocondrimldotti dai ROS contribuendo in
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tal modo a prevenire i danni da stress ossidatha mossono far progredire il
grado di steatosi.

Una volta accertato in questo primo disegno spertiaie questo ruolo
preventivo della T2 nellinsorgenza di problemadiclassociate all’obesita,
steatosi epatica e resistenza all'insulina, hahute interessante valutare in un
secondo disegno sperimentale I'effetto della T2asfuinzionalita mitocondriale
epatica in un modello animale in cui gia e sviluppateatosi epatica. In
particolare valutare se tale ormone potesse magkoil grado di steatosi epatica.
In questo caso il disegno sperimentale prevedewgo dsei settimane di
trattamento con dieta iperlipidica, ulteriori quatsettimane in cui il trattamento
con dieta iperlipidica era associato con il tragato con T2.

| risultati di questo secondo disegno sperimengale bilancio energetico
mettono in evidenza che dopo le prime sei settimdingrattamento, i ratti
alimentati con dieta iperlipidica (D) mostrano wmeento del guadagno di peso,
dell’energia introdotta e dell'efficienza energaticispettivamente del 60%, del
20% e del 35%, se confrontati ai ratti N (dati mgortati).

Dopo le ulteriori 4 settimane di trattamento il dagno di peso corporeo e
I'efficienza energetica sono significativamente auamtati nei ratti D se
paragonati agli N, mentre nei DT si osserva unaigtiva diminuzione del
guadagno di peso corporeo del 37% e dell'efficiernargetica del 48%, se
confrontati ai ratti D. Questi risultati indicanbeci ratti D sono metabolicamente
piu efficienti degli N e che la somministrazione T induce un decremento
dell’'efficienza energetica del 48%.

Le misure dei livelli serici di colesterolo, trigéridi e ALT (indice di danno
epatico) mettono in evidenza un aumento di questupetri nei ratti D rispetto
agli N e che la somministrazione di T2 invece datea una diminuizione
significativa di questi tre parametri, se confrén& ratti D. Invece, non si
osservano significative variazioni dei livelli sgrdel TSH nei tre gruppi di ratti.

Inoltre, i ratti alimentati con dieta iperlipidid®) rispetto ai ratti alimentati
con la dieta standard di laboratorio (N) presentat@atosi epatica come

dimostrato dal colore piu chiaro del fegato e daldilisi istologica, la quale mette
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in evidenza un elevato accumulo di goccioline Iighe. Nei ratti DT, invece, la
somministrazione di T2 nelle ultime 4 settimaneucil il grado di steatosi: il
colore del fegato di questi ratti € meno chiarpett ai D e piu simile agli N,
indicando che il trattamento con T2 riesce a fgradire I' accumulo di lipidi,
indotto precedentemente dalla dieta. Il dato e@wondto dall’analisi istologica di
sezioni di fegato e anche dalla misura dei livdillirigliceridi epatici che mettono
in evidenza un aumento di tali livelli nei rattiiméntati con sola dieta
iperlipidica, rispetto ai controlli, ed una riduam nei ratti trattati con T2, rispetto
ai ratti D.

Inoltre nei ratti D rispetto agli N si osserva wnreento dellg3-ossidazione e
dell'attivita della CPT. Tale aumento perd non dfisiente, da solo, a far
migliorare la steatosi epatica indotta dal trattatbecon dieta iperlipidica. Un
ulteriore aumento di questi due parametri mitoc@hdsi riscontra nei ratti a cui
e stata somministrata la T2.

L’altro meccanismo attraverso il quale la sommmibne di T2 puod
migliorare il grado di steatosi epatica € la dinziome dell’efficienza
mitocondriale. L’efficienza attraverso la quale nkggia dei substrati viene
convertita in ATP, (cioé I'accoppiamento tra vetaciella catena respiratoria e
la fosforilazione ossidativa), dipende dall’entitélla conduttanza protonica che
puo essere distinta in due tipi: conduttanza pilotorbasale e conduttanza
protonica inducibile. La conduttanza protonica basen e finemente regolata
ed é presente in tutti i mitocondri, mentre quefducibile & catalizzata da
proteine ed é indotta dagli acidi grassi.

Le misure da me effettuate dimostrano che, in guesticondo disegno
sperimentale, il trattamento con dieta iperlipidipwrta ad un aumento
dell'efficienza mitocondriale a causa della dimimme della conduttanza
protonica basale, rispetto ai controlli. Questo amto dell’efficienza
mitocondriale epatica nei ratti D puo contribuild aumento dell’efficienza
energetica totale corporea riscontrata in talii.rdtei ratti ai quali é stata
somministrata la T2 si osserva, infatti, un aumenia della conduttanza

protonica basale, sia della conduttanza protomdatta da acidi grassi, rispetto
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agli altri due gruppi di ratti. L'aumento della ahritanza protonica basale ed
indotta nei mitocondri dei ratti DT pu0O avere un#etiore importante
implicazione nel migliorare lo stato di steatosi.ldeggero disaccoppiamento
puo portare ad una riduzione della produzione @@SRE’ noto che i mitocondri
sono la principale fonte di produzione di ROS chmenta (anche in situazioni
fisiologiche) quando il gradiente protonico ai ldélla membrana mitocondriale
si eleva, raggiungendo una determinata soglia. roalyzione di ROS, quindi,
correla con il potenziale di membrana. In sostanzehe piccole variazioni del
potenziale possono avere ampi effetti sulle vedoditproduzione dei ROS.

L’ abbassamento del potenziale di membrana mitatalednei ratti DT (e
quindi del gradiente protonico ai lati della menmt@p non farebbe quindi
raggiungere il valore soglia che porta ad una asatemproduzione di ROS. Tale
valore viene invece raggiunto nei ratti D dove dtgnziale di membrana é
elevato. Il lieve disaccoppiamento trovato nei wwedri dei ratti DT quindi
potrebbe contribuire a ridurre la produzione deifR@minuendo il potenziale di
membrana. La riduzione della produzione dei RO&ms ad una piu veloce ed
inefficiente ossidazione degli acidi grassi puoegpre il miglioramento del
grado di steatosi che si osserva dopo il trattamerdn T2. Infatti, un
meccanismo che contribuisce a far regredire l'acdamdi lipidi € una
diminuzione della produzione di radicali liberi neiitocondri. Nella NASH,
'aumento nei fegati steatotici della ossidazioip&lica da parte dei mitocondri,
porta ad una maggior produzione di donatori ditelet (NADH e FADH,) nella
catena di trasporto di elettroni e di conseguenkzaradiente di voltaggio
attraverso la membrana mitocondriale aumenta fin@ggiungere un valore
limite. A questo punto, il trasferimento degli élehi all'interno del complesso
[Il viene bloccato, provocando il ritorno degli #teni al coenzima Q che cede
uno per volta gli elettroni allossigeno molecolagenerando superossido.
L’anione superossido tramite I'enzima superossigondtasi viene trasformato
in perossido di idrogeno che in condizioni fisidldge € convertito in acqua
attraverso la catalasi e la glutadione perossidzaesitivita di tutti questi sistemi

enzimatici risulta pero diminuita nella steatosi.risultati della mia tesi
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dimostrano un’aumentata concentrazione gofh livello mitocondriale, come
indice indiretto della produzione di anione supsids, nei ratti D rispetto agli
N, mentre i DT presentano una diminuita concentrazidi HO, e quindi una
diminuzione del livello dei ROS. Questi risultabr® in accordo con i dati
relativi all’attivita dell’enzima aconitasi, enzingel ciclo di Krebs, che contiene
nel suo sito attivo un cluster 4Fe-4S che é ossidilo ione superossido,
rendendolo inattivo. Infatti, i ratti D hanno ma@gtr un elevato decremento
dell'attivita dell’aconitasi (intesa come rappodconitasi basale/aconitasi totale),
rispetto agli N, mentre i ratti DT presentano upp@rto piu alto rispetto ai D,
indice di un minor danno ossidativo.

In aggiunta ho anche valutato l'attivita dell’enairsuperossido dismutasi e
quindi la capacita di eliminazione di anione supsi@o a livello mitocondriale.
Anche in questo caso i ratti D, paragonati aglpMsentano una minore attivita
della dell’enzima SOD e quindi una ridotta capaditaliminare superossido, nei
ratti DT ho invece riscontrato un aumento delkatéi enzimatica rispetto ai D
con conseguente diminuzione dello stress ossidativaumento della -
ossidazione, assieme ad una riduzione dell’effmmemitocondriale e della
produzione dei ROS, puo spiegare il miglioramergbgtado di steatosi che si
osserva dopo il trattamento con la T2.

Nel loro complesso, i risultati di questa tesi dgtnano che il trattamento con
T2 in ratti alimentati con una dieta ad alto contendi grassi influenza il
bilancio energetico dell’organismo agendo in paféice sul guadagno energetico
corporeo e su una componente della spesa energetioze il metabolismo
basale. Il trattamento con T2 & anche in gradaaignire e far regredire i danni
indotti dalla dieta iperlipidica a livello epatico.

Da un punto di vista applicativo, questi risuliagigiungono un ulteriore dato
in favore di un possibile utilizzo della T2 nonaaolel prevenire lo sviluppo della
steatosi epatica come dimostrato nel momento in weime somministrata
contemporaneamente all'inizio del trattamento @diéta iperlipidica, ma anche
di far regredire questa patologia nel momento inécgia sviluppata a causa di

un precedente trattamento con la dieta iperlipidica
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Questi risultati aprono la strada a futuri studi approfondimento sui
meccanismi coinvolti nell'azione dellormone tireid (T2) nella patogenesi
della steatosi epatica e dell'insulino resistermmmdizioni associate all’'obesita e
sul conseguente possibile utilizzo sulluomo, ini ¢uso farmacologico di
quest'ormone potrebbe aiutare a contrastare i suido®blemi senza indurre
uno stato tireotossico.

Ovviamente i risultati di questa tesi sono soldipri@ari e non escludono che
la T2 possa avere effetti deleteri a lungo ternarehe la T2 agisca nello stesso

modo nell’'uomo.
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