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1. INTRODUZIONE

Nell’ultimo secolo, I’aumento delle attivita antropiche, quali 1’agricoltura
intensiva, la produzione di energie, I’industrializzazione improvvida,
associate alla necessita di soddisfare 1’attuale concezione di benessere di una
societa sempre piu esigente, ha portato ad un sempre piu crescente rilascio di
sostanze xenobiotiche nell’ambiente, con conseguente forte contaminazione
dell’ecosistema globale.

E noto che le diossine non vengano prodotte intenzionalmente, non avendo
alcun utilizzo pratico, ma siano sottoprodotti indesiderati di una serie di
processi chimici e/o di combustione. Invece, i policlorobifenili, il cui
acronimo ¢ PCB, sono una classe di idrocarburi aromatici alogenati utilizzati
in svariati settori industriali. Essi hanno una struttura simile a quella del
decaclorobifenile, la cui ossidazione parziale puo dare origine a diossine
clorurate, come la 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-diossina (TCDD). A differenza
delle diossine, quindi, i PCB sono sostanze chimiche prodotte deliberatamente
tramite processi industriali. Si tratta, infatti, di molecole sintetizzate all’inizio
del secolo scorso e prodotte commercialmente fin dal 1930. Essi raggiunsero
un grande interesse commerciale negli anni’50, inoltre, a causa della loro
notevole inerzia verso altri composti e I’elevata resistenza al calore, sono stati
notevolmente sfruttati in campo industriale (Pavan ef al., 2003), ma anche in

agricoltura (Safe ef al.,1985; Safe, 1994) come additivi in pesticidi, vernici,



ritardanti di fiamma, plastificanti e adesivi (World Health Organization,
WHO, 1998).

Nei primi anni’70, sono state adottate norme legislative atte a vietarne la
produzione, determinando una lenta diminuzione dei livelli di fondo di tali
inquinanti (Noren ¢ Meironyte, 2000). Tuttavia tali composti continuano a
giungere nell’aria-ambiente come rifiuti dei materiali in cui sono stati
impiegati e, con diverse modalita, danno origine a processi di accumulo in
specifici comparti/matrici ambientali (suoli e sedimenti) e di bioaccumulo in
prodotti (latte e vegetali a foglia larga) ed organismi (fauna ittica ed erbivori).
In particolare, I’elevata lipofilia e stabilita chimica rendono 1 PCB difficili da
degradare e favoriscono 1 fenomeni di bioccumulo e biomagnificazione negli
organismi viventi, causando numerosi effetti avversi sulla salute umana. La
maggior fonte di contaminazione umana da PCB ¢ rappresentata
dall’assunzione di tali inquinanti attraverso gli alimenti anche se, in alcuni
casi, non sono da sotto valutare 1’inalazione e 1’esposizione cutanea.

Sebbene sia noto che i PCB non inducano frequentemente nei mammiferi una
tossicita di tipo acuta, la maggior parte di essi ¢ responsabile di una tossicita
cronica, con alterazione di numerose funzioni fisiologiche, inadeguato
riconoscimento del pericolo, non corretta stima dei livelli residuali e della
tossicita da accumulo.

Studi riportano che l'esposizione a lungo termine a tali composti sia da

correlare a gravi danni a carico del sistema nervoso (Shantz et al., 2001), con
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effetti anche di tipo comportamentale, del sistema endocrino, riproduttivo
(Lyche et al., 2004) ed immunitario (Mori et al., 2008, Selgrade, 2007) nei
mammiferi.

Nell’ambito dei PCB non diossino-simili sono stati individuati sette “PCB
target”, ovvero 1 congeneri considerati dalla Comunita Scientifica
Internazionale come indicatori del grado di contaminazione da PCB e
diossine. Per tali congeneri sono, a tutto oggi, richiesti approfonditi studi per
valutare 1 meccanismi di tossicita, 1 livelli ambientali, al fine di consentire la
conferma o la ridefinizione dei Limiti Massimi Residuali (LMR) ammessi
recentemente dalla Comunita Europea (Reg. UE 1259/2011) nei prodotti
alimentari di origine animale.

I PCB 101, PCB 153 e PCB 180, utilizzati nel nostro studio, fanno parte del
gruppo dei policlorobifenili non diossino-simili (PCB NDL). La scelta ¢
ricaduta sui PCB 153 e 180 per essere quelli piu abbondanti nel tessuto
adiposo (Duarte-Davidson et al., 1994) ed il PCB 153, in particolare, ¢ il
congenere che si presenta alla piu alta concentrazione nel latte materno (De
Saeger et al., 2005; Furst, 2006; Kostyaniak, 1999), mentre il PCB 101 ¢ stato
scelto per essere 1l congenere meno studiato.

La valutazione, in vitro, degli effetti proapoptotici dei PCB 101, 153 ¢ 180 ¢
stato I’oggetto di studio durante il primo anno di dottorato. Per tale scopo, si €
utilizzato una linea cellulare continua di macrofagi murini J774.Al, e,

combinando tecniche biochimiche e morfologiche, abbiamo ottento dati
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sperimentali che sostengono 1’ipotesi che i PCB causano la morte delle cellule
macrofagiche per apoptosi. Nelle condizioni sperimentali da noi scelte, il
processo apoptotico indotto dai PCB ¢ stato studiato tramite il classico saggio
dell’MTT, la fluorescenza con il DAPI, la frammentazione del DNA con
I’elettroforesi su gel di agarosio e la valutazione dei nuclei ipodiploidi con il
propidio ioduro (PI). Inoltre, ¢ stata valutata la modulazione dell’espressione
di proteine coinvolte nel fenomeno apoptotico, quali la caspasi-3, Bcl-xl
(antiapoptotica) e Bax (proapoptotica).

Durante gli ultimi due anni di dottorato, noto che tra macrofagi e adipociti
esista un “crosstalk”, siamo andati a valutare gli effetti di tali congeneri su
una linea cellulare continua di fibroblasti murini 3T3L1 capaci, in vitro e
sotto opportuni stimoli, di differenziarsi ad adipociti, acquisendo tutte le
caratteristiche morfologiche e funzionali tipiche dell’adipocita maturo.
Inoltre, 1 PCB, lipofili, si accumulano nei tessuti adiposi degli organismi
viventi (Longnecker et al., 1997) ed interagiscono con i componenti cellulari
(Wolff et al., 1997; Haddad et al., 2000). Dati statistici riportano che nel
corso degli ultimi decenni il tasso di obesita ¢ notevolmente aumentato, tale
da diventare uno dei piu gravi problemi di salute pubblica del XXI secolo
(Formiguera et al., 2004), favorendo I’insorgenza di malattie metaboliche
quali I’aterosclerosi, 1’iperglicemia, le dislipidemie e I’ipertensione. A livello
cellulare, lo sviluppo della massa grassa consiste sostanzialmente

nell’alterazione del volume dei lipidi accumulati nelle cellule adipose, nel
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reclutamento dei preadipociti, nella loro successiva induzione a differenziare
in adipociti ricchi di lipidi e nell’apoptosi degli adipociti stessi (Prins et al.,
1997; Arner et al., 2010). Studi recenti sono concordi nel ritenere che i PCB
possano essere coinvolti nello sviluppo dell'obesita e nell’interferenza delle

funzioni endocrine e metaboliche di questo tessuto (Gron et al., 2007; Tang-

Péronard et al., 2011). Lo sviluppo e le funzioni del tessuto adiposo sono in
parte controllati dalla replicazione dei preadipociti, che puo essere modulata
dai contaminanti. Infatti, ¢ stato evidenziato che I'esposizione ad alcuni PCB
diossino-simili e non- possa modulare la capacita proliferativa dei
preadipociti (Chapados et al., 2012).

Nelle condizioni sperimentali scelte, 1’adipogenesi ¢ stata determinata tramite
saggio di proliferazione cellulare, tecnica istologica di colorazione con il Red
Oi1l O’(Ramirez-Zacarias et al., 1992) e valutazione della modulazione
dell’espressione della principale proteina, coinvolta nel differenziamento
adipocitario ¢ nel mantenimento dello stato differenziato della cellula, il
PPAR-y (Peroxisome Proliferator Activated Receptor-y). Inoltre, il tessuto
adiposo svolge un ruolo cardine non solo nello storage e nella mobilizzazione
di sostanze ad elevata energia metabolica ma ricopre un ruolo fondamentale
anche nella regolazione dell’omeostasi energetica dell’intero organismo
attraverso la secrezione di specifici ormoni. Per tale motivo, abbiamo valutato

se 1 PCB in esame, da soli o in associazione, per evidenziarne 1’eventuale



effetto sinergico, modulassero la trascrizione di importanti adipochine e

citochine secrete dagli adipociti maturi.



2. CARATTERISTICHE CHIMICHE DEI PCB

I bifenilipoliclorurati, insieme alle diossine (policloro-dibenzo-p-diossine,
PCDD) ed ai furani (policloro dibenzofurani, PCDF) (Tab.1), sono
riconosciuti a livello internazionale come composti appartenenti al gruppo dei

Persistent Organic Pollutants (POP).

NUMERO DI
CONGENERI

STRUTTURA

POLICLORODIBENZO- 0
DIOSSINE

PCDD
( ) cl; 0 cl,

POLICLOROFURANI
(PCDF)

POLICLOROBIFENILI
(PCB)

Tabella 1: Struttura e numero di congeneri delle diossine, dei furani e dei PCB

I PCB sono una classe di composti aromatici biciclici costituiti da molecole di
bifenile variamente clorurate. Essi vengono ricavati a partire dal petrolio e dal
catrame, dai quali si estrae il benzene, che viene poi trasformato in bifenile. Il
bifenile viene successivamente clorurato a policlorobifenile.

La loro struttura chimica fa si che 1 PCB siano una numerosissima famiglia, la
cui formula bruta ¢ C;,H;oCl, (Fig. 1), distinti in relazione al diverso
numero di atomi di cloro (da 1 a 10) e alla disposizione degli stessi

(2\3\4\5\6\2°\374"\5"\6").
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Figura 1: Formula generale di struttura dei PCB

Per la loro classificazione si puo ricorrere alla nomenclatura TUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry) oppure assegnare ad
ogni congenere un numero tra 1 € 209. In generale con il termine PCB ci si
riferisce ad una miscela di piu congeneri, anche se spesso viene considerato
come una singola entita chimica.

Le caratteristiche chimico-fisiche e la tossicita sono notevolmente influenzate
dalla struttura, con conseguenze dirette sulla persistenza e bioaccumulo dei
singoli congeneri. Generalmente, tutti 1 congeneri mostrano una solubilita in
acqua bassa (inversamente proporzionale al grado di clorurazione), una
discreta solubilita in solventi organici e un’elevata lipofilia (Pizzin et al.,
2000).

I policlorobifenili sono, inoltre, suddivisi in due gruppi in base alla diversa
possibilita che hanno gli atomi di cloro di disporsi su un unico anello del
bifenile o su entrambi.

Solo 19 dei 209 congeneri dei PCB presentano caratteristiche chimico-fisiche
e tossicologiche paragonabili alle diossine e ai furani: questi vengono definiti

PCB diossino-simili e indicati con la sigla PCB DL. Gli elementi piu
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importanti nel determinare lo stesso meccanismo di azione della 2,3,7,8-
TCDD risultano essere le dimensioni molecolari e la conformazione di tipo
planare. Proprio questa somiglianza strutturale fa si che i PCB DL agiscano, a
livello cellulare, in maniera simile alla 2,3,7,8-TCDD, interazione che non ¢
possibile per i congeneri indicati come PCB non diossino-simili (NDL).
Infatti, gli effetti det PCB DL, sulla salute umana e sugli organismi, sono
analoghi a quelli evidenziati per le diossine (Ahlborg et al., 1994).

Sia 1 congeneri diossino-simili che non diossino-simili sono molto stabili alle
variazioni di pH, alla fotodegradazione e all’ossidazione. I PCB, inoltre, sono
sostanze non infiammabili (se il numero di atomi di cloro ¢ maggiore di 4) e
poco volatili, evaporano a temperature superiori agli 800° C e si
decompongono solo oltre 1 1000°C. Infine, caratteristiche quali la bassa
costante dielettrica, la densita maggiore dell’acqua, 1’elevata lipofilia li

rendono difficilmente biodegradabili.

2.1 CONGENERI NON DIOSSINO-SIMILI

Oggetto del nostro studio sono tre congeneri non diossino-simili: il PCB 101
(2,2°,4,5,5 -pentaclorobifenile), PCB 153 (2,2°,4,4°,5,5’-esaclorobifenile) e
PCB 180 (2,2°,3,4,4°,5,5’-eptaclorobifenile) (Fig. 2), il cui numero di atomi di
cloro aumenta progressivamente dal PCB 101 al 180 con conseguente
incremento della lipofilia, della tendenza a persistere nell’ambiente e ad

accumularsi nel tessuto adiposo. Essi sono identificati dal Consiglio
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Internazionale per I’Esplorazione Marina (ICES) come marcatori del grado di
contaminazione ambientale dovuto ai PCB. Tali congeneri, inoltre, hanno
destato sempre maggiore interesse in quanto rilevati frequentemente, a livelli
residuali elevati, in matrici alimentari destinate al consumo umano o in reperti

biologici provenienti da soggetti esposti.

oC,. 0%

Cl
’ PCB 101 | ’ PCB 153 |

2,2’,4,5,5-PENTACLOROBIFENILE 2,2',4,4.5,5-ESACLOROBIFENILE

Cl

Cl

c.

Cl

Cl

Cl

PCB 180
2,2.3,4,4',5,5-EPTACLOROBIFENILE

Figura 2: Formule di struttura dei PCB 101, 153 e 180

13



3. MECCANISMO D’AZIONE

La maggior parte degli effetti indotti dai PCB diossini-simili sono dovuti,
come per la TCDD, all’attivazione del recettore degli idrocarburi arilici
(AhR), sebbene anche I’interazione con il Recettore Costitutivo per
I’ Androstano (CAR) e con il recettore X presente in gravidanza (Ludewig et
al., 2007) svolga un ruolo determinante per la loro tossicita.

L’AhR ¢ un recettore citosolico che, nella forma inattiva, lega una health
shock protein (Hsp 90). In seguito al legame della TCDD al recettore Ah, si
verifica il distacco sia della proteina inibitoria Hsp90 che di un particolare
polipeptide simil-chaperone detto p23. Successivamente il complesso,
costituito dalla TCDD e dal recettore Ah, migra nel nucleo dove, attivato il
fattore di trascrizione, del tipo elica-loop-elica (HLH), ARNT (Ah Receptor
Nuclear Traslocator), induce la trascrizione di geni specifici mediante
interazione con 1 Geni di Risposta alla Diossina (Dioxin Responsive
Elements, DRE). Tali geni risultano implicati nei meccanismi di
differenziamento e divisione cellulare, nel metabolismo di alcuni ormoni,
come quelli tiroidei, e nella regolazione dell’espressione di alcuni fattori di
crescita (Fig. 3). I cosiddetti elementi di risposta alla diossina (DRE) sono
adiacenti al gene CYP1A1 che codifica per la trascrizione del citocromo
microsomiale P-450 1A1, un complesso enzimatico inducibile deputato alla
biotrasformazione ed all’eliminazione delle sostanze ambientali tossiche

dall’organismo (Hahn, 2002). II tipo di geni trascritto dipende dal tipo di
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miscela di diossine, dall’affinita di quest’ultime per il recettore Ah (che
presenta tre diverse isoforme), dalla concentrazione dell’inquinante, dal tipo

di esposizione e dalla variabilita biologica interindividuale. Gli effetti tossici

dei PCB DL sono simili a quelli evidenziati per le diossine.
P CHE
R

TDCC /

TDCC G ‘AHR ‘AHR == TDCC
s | ‘AHR |
]I.,_

TDCC { ARNT

Figura 3: Meccanismo d’azione delle diossine

La maggior parte dei PCB NDL evoca, d’altro canto, altri tipi di risposte
non collegate all’interazione con il recettore Ah, tra le quali si annoverano la
diminuzione dei livelli di dopamina, I’alterazione dei livelli degli ormoni
tiroidei ed il legame al recettore degli estrogeni (Safe, 1990). Alcuni PCB
hanno mostrato attivita estrogenica o androgenica in vitro (Andersson ef al.,
1999; Arcaro et al., 1999). In particolare, alcune caratteristiche strutturali
aiutano a prevedere quale PCB sia in grado di legarsi al recettore degli
estrogeni e possono, quindi, mediare la risposta estrogenica. E stato

dimostrato, infatti, che la sostituzione, in posizione orto, con un atomo di
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cloro, limita la liberta torsionale intorno al legame tra i due anelli fenilici, e
I’idrossilazione nella posizione para aumentano I’affinita dei PCB per il
recettore degli estrogeni (Fielden et al., 1997). Sebbene si siano ottenuti
differenti risultati circa gli effetti dei PCB sullo sviluppo delle gonadi, a
seconda degli animali e dei congeneri considerati, in generale, si puo
asserire che 1 PCB e 1 loro metaboliti interferiscono con la determinazione e
differenziazione sessuale (Zhou et al., 2004). I congeneri non diossino-
simili hanno un profilo di tossicita ben diverso da quello della diossina. In
particolare, in studi in vivo su ratti, hanno dimostrato che il PCB 153 attiva
il fattore nucleare kB (Nuclear Factor-kB, NF-«B) anche dopo una singola
somministrazione (Lu et al., 2003) e che la delezione della subunita p50 di
questo fattore inibisce lo sviluppo di tumori. E stato dimostrato, inoltre, che
1 PCB 101 e 153 hanno la capacita di mimare 1’azione di diversi ormoni,
quali, ad esempio, I’estradiolo (E,), determinando la comparsa di infertilita,
tumori ed altri disordini ormonali (Negri ef al., 2003). La competizione dei
PCB con I’estradiolo per 1 recettori degli estrogeni ERa ed ERp, in
particolare, ¢ coinvolta nel processo di cancerogenesi mammaria (Bonefeld-
Jorgensen et al., 2001). I PCB, analizzati in associazione, peraltro, mostrano

un effetto sinergico ai fini dell’attivita estrogenica (Arnold et al., 1996).
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4. TOSSICITA

4.1 IMMUNOTOSSICITA

Poche classi di xenobiotici ambientali sono state cosi studiate per gli effetti
immunotossici come i composti idrocarburici alogenati. Essi comprendono
oltre ai bifenili policlorurati (PCB), anche i bifenili polibromurati (PBB), i
dibenzofurani policlorurati (PCDF), nonché le diossine, che hanno come
bersaglio principale della loro tossicita gli organi del sistema immunitario. Sul
pilano immunotossicologico varie indagini sperimentali, condotte a seguito
dell’esposizione a tali inquinanti, hanno dimostrato fenomeni di
immunodepressione, con quadri di ipoplasia timica, splenica ed involuzione
di tutti 1 tessuti associati ai linfonodi, pancitopenia, cachessia € promozione
oncogena. Nel contesto sperimentale, studi comparati hanno evidenziato che
gli animali esposti ai PCB e alle diossine manifestano reazioni
immunotossiche molto simili tra loro. Quanto a sensibilita ai composti tossici
si riscontrano differenze in rapporto all’eta ed al sesso, verosimilmente per
effetto del polimorfismo genetico del recettore Ah (Tryphonas, 1994). Studi
sulla resistenza dell’organismo a seguito dell’esposizione protratta a composti
alogenati ciclici indicano un indebolimento delle difese organiche, come
dimostrato dalla maggiore suscettibilita delle anatre all’epatite virale, del topo
alla Salmonella typhimurium ed alla Trichinella spiralis. Anche nell’'uomo a
seguito dell’esposizione a tali inquinanti sono stati segnalati quadri di

indebolimento della risposta immunitaria, ai quali non ¢ stato possibile finora
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associare alterazioni specifiche delle funzioni di difesa (Descotes et al.,
1986). A Taiwan, in soggetti accidentalmente intossicati da bifenili alogenati
si sono osservate alterazioni immunitarie ad oltre un anno dall’episodio acuto,
alterazioni rappresentate da riduzione delle concentrazioni sieriche di IgM e
di IgA, decremento dei linfociti T, in particolare dei CD4, con CDS e linfociti
B nella norma. E stata rilevata, inoltre, una riduzione dell’ipersensibilita
ritardata ed un aumento della risposta linfocitaria alla maggior parte dei
mitogeni. I bambini le cui madri sono state fortuitamente esposte agli
idrocarburi ciclici alogenati durante la gravidanza e I’allattamento, hanno
dimostrato nell’80% dei casi di soffrire nei primi anni di vita di otiti infettive
all’orecchio medio e nel 60% dei casi di infezioni polmonari, in conseguenza
delle deficienze immunitarie indotte da tali contaminanti ambientali (Dewailly
et al., 2000). Gli effetti immunotossici indotti dalle diossine e dai PCB
diossino-simili a seguito di ricerche condotte sperimentalmente su cavie, ratti,
topi, polli, hanno evidenziato effetti depressivi dell’immunocompetenza con
precoci riscontri di ipoplasia timica, mirata alle cellule epiteliali della
corticale per effetto dei recettori Ah, maggior suscettibilita alle infezioni,
riduzione dell’attivita fagocitaria e di quella delle cellule NK.

Il meccanismo dell’immunotossicita da diossine e PCB diossino-simili a
livello timico sembrerebbe legato all’incremento della fosforilazione

ossidativa della tiroxina dei linfociti B, mentre verrebbe ridotta 1’attivita
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citotossica dei linfociti T, in associazione al forte incremento di fenomeni
apoptotici dei timociti.

Sempre nell’'uomo a seguito dell’intossicazione protratta da diossina e PCB
diossino-simili, alcuni ricercatori hanno osservato attivazione della
proliferazione linfocitaria indotta da mitogeni, nonché quadri di linfocitosi nei
bambini di Seveso esposti ai composti tossici, rispetto ad altri soggetti di
controllo. Se alcuni ricercatori, in operai esposti, hanno evidenziato una
riduzione percentuale dei linfociti T CD4, altri ne hanno rilevato un leggero
incremento. In prove comparative tra soggetti esposti ed altri non intossicati,
non si sono osservate differenze nell’ambito dei due gruppi per quanto attiene
le sottopopolazioni linfocitarie ed anche il numero delle cellule NK non ha
mostrato variazioni. Anche la valutazione delle immunoglobuline sieriche e
del complemento non ha rivelato differenze significative nei valori rilevati.
(Kerkvliet, 1995). Tutti 1 ricercatori concordano nel definire il periodo
perinatale il momento di maggiore sensibilitda immunotossica, sia a livello
umano che animale. 1 dati bibliografici finora esistenti in materia di
immunotossicita indotta dai PCB diossino-simili e dalla diossina nell’uomo
non sono molto convincenti, in ragione delle grandi differenze, della
mancanza di omogeneita di risultati conseguiti e del carattere sovente

marginale delle variazioni osservate. (Kerkvliet, 1995).
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4.2 EFFETTI DEI PCB SUL SISTEMA ENDOCRINO

I distruttori endocrini (EDC) sono composti esogeni potenzialmente capaci di
alterare la regolazione ormonale e il sistema endocrino, di conseguenza,
incidono sulla salute e la riproduzione degli animali e dell'vomo (U.S.
Environ. Prot. Agency, 2000). Gli EDC possono interferire con la produzione,
il rilascio, 1l metabolismo e I’eliminazione o mimare la funzione degli ormoni
naturali (Tabb et al., 2006). In aggiunta agli effetti sullo sviluppo e sulla
riproduzione, ¢’¢ anche uno riguardante i disordini metabolici che possono
essere legati agli EDC.

Il tasso di obesita globale ¢ aumentato drasticamente negli ultimi tre decenni
negli adulti, bambini e adolescenti, in particolare nei paesi industrializzati.
L’obesita ¢ frequentemente associata con 1 disordini metabolici (includendo il
diabete di tipo 2, la sindrome metabolica, le complicazioni cardiovascolari e
polmonari e la malattia epatica) cosi come altri problemi di salute, come
problemi psicologico/sociali, difetti riproduttivi e alcune forme di cancro. Una
combinazione tra fattori genetici, stile di vita e fattori ambientali inducono,
probabilmente, un rapido e significativo aumento dei tassi di obesita. Sebbene
1 fattori genetici possano spiegare una parte della predisposizione all’obesita,
essi da soli sono incapaci di motivare l'improvvisa comparsa e progressione
dell’attuale epidemia di obesita in tutto il mondo.

Il moderno stile di vita, che include un’eccessiva assunzione di cibo, scarsa

attivita fisica, privazione del sonno e le temperature delle abitazioni piu
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confortevoli sembrano essere 1 principali fattori che contribuiscono
all’obesita. Tuttavia, I'aumentata incidenza di malattie metaboliche € correlata
anche con le modifiche sostanziali dell'ambiente a causa dell’inquinamento
chimico derivante dalle procedure industriali e agricole succedutesi nel corso
degli ultimi 40 anni. Questo cambiamento nell'ambiente ha portato all'ipotesi
che alcune delle numerose sostanze inquinanti ambientali del tipo EDC,
interferiscano con vari aspetti del metabolismo e costituiscano un aggiuntivo
fattore di rischio per l'obesita (McAllister, 2009; Baillie-Hamilton, 2002).
Questa ipotesi ¢ supportata da ricerca in vitro ed in vivo, nonché da studi
epidemiologici che hanno dimostrato che una varieta di inquinanti ambientali
EDC possano influenzare 1’adipogenesi e l'obesita (Baillie-Hamilton, 2002;

Gron, 2009). Tali EDC, infatti, sono stati definiti come obesogenesi
ambientali (Gron et al., 20006)

Tuttavia, poiché gli effetti collaterali degli EDC possono anche portare ad
altre malattie metaboliche come la sindrome metabolica ¢ il diabete di tipo 2,
questa sottoclasse di EDC ¢ stata definita anche come interferenti metabolici
(Ben-Jonathan et al., 2009). E’ noto che gli EDC abbiamo un meccanismo
comune per le disfunzioni endocrine e metaboliche. Infatti, gli ormoni
funzionano principalmente attraverso l'interazione con 1 recettori affini, che
possono essere classificati in due grandi gruppi: i recettori legati alla
membrana, che reagiscono soprattutto agli ormoni peptidici come l'insulina e 1

recettori nucleari (NR), che vengono attivati dall'interazione con piccoli
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ormoni lipofili quali gli ormoni sessuali. Gli EDC possiedono molteplici
meccanismi d’azione, tuttavia, poiché sono piccoli composti lipofili, una via
privilegiata ¢ attraverso I’interazione diretta con un NR, che perturba
presumibilmente o modula l'espressione genica a valle. Ad esempio, molti
EDC sono associati a disregolazione della riproduzione e dello sviluppo. A
tale proposito si ritiene che cio sia dovuto all’interferenza di tali composti con
la funzione del recettore degli estrogeni (ER) e/o recettore degli androgeni
(AR), interrompendo la normale attivita dei ligandi degli estrogeni ed
androgeni.

Inoltre 1 pesticidi organoclorurati, comprendenti i PCB, le diossine e 1 furani,
sono in grado di alterare il normale sviluppo embrionale e le funzioni
riproduttive in eta adulta. Ma soprattutto possono influenzare le normali
attivita mediate dagli estrogeni o androgeni, mimando o antagonizzando le
loro funzioni fisiologiche. L'effetto dei pesticidi organoclorurati, sulla
differente modulazione di geni regolati dagli estrogeni, ¢ tessuto- € composto-
specifica e dipende dal bilancio energetico che induce variazioni delle
dimensione del tessuto adiposo bianco (WAT) (Villa et al., 2004).
L’espressione dei recettori per estrogeni ed androgeni nel WAT ¢ piu
chiaramente dipendente dalla posizione dei depositi adiposi piuttosto che dal
sesso, in particolare 1 depositi viscerali rappresentano il sito con maggiore
densita per tali recettori (Rodriguez-Cuenca et al., 2005). I POP possono

legare questi recettori, interferire con gli ormoni e di conseguenza influenzare
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il metabolismo energetico cellulare e la deposizione dei grassi. Ridotti effetti
degli estrogeni nel WAT (Kamei ef al., 2005) hanno confermato che 1 topi
ovariectomizzati erano concordanti con il fenotipo obeso. Inoltre, sono stati
associati con 1 livelli piu bassi di recettori nucleari e co-fattori coinvolti nella
spesa energetica, quali il recettore legato agli estrogeni 1, PPAR (alfa e delta),
e PGC-1 e nella lipogenesi (PPAR-y e SREBP-I¢). E interessante notare che
la sovra-regolazione della biogenesi mitocondriale e la P-ossidazione dei
grassi polinsaturi n-3 della dieta nel WAT ¢ associata con la prevenzione
dell’insulino-resistenza (Flachs et al, 2005). La potenza dei pesticidi
organoclorurati androgeno-interferenti ¢ discusso in connessione con DDT,
DDE, dieldrina, metossicloro e lindan. Attualmente, DDE ¢ il piu diffuso
metabolita del DDT nel WAT, che ¢ stato dimostrato essere un antagonista
del recettore AR (Kelce et al., 1995), analogamente a PCB 118, 138 ¢ 153
(Schrader e Cooke, 2003). Pitteloud et al. (2005) hanno dimostrato nell’'uomo
una correlazione positiva tra la sensibilita all'insulina e livelli sierici di
testosterone, che sono stati ulteriormente correlati con le funzioni
mitocondriali nei muscoli. Secondo Petersen et al. (2003), la disfunzione
mitocondriale contribuisce all’insulino-resistenza nei muscoli scheletrici degli
anziani. D'altra parte, Imbeault ez al. (2002) hanno suggerito che la perdita di
peso induce un aumento dei livelli plasmatici di inquinanti organoclorurati,
ci0 puo ridurre il metabolismo ossidativo nei muscoli scheletrici degli uomini,

ma non nelle donne. Un altro sito della possibile influenza dei POP potrebbe
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riguardare la biosintesi degli estrogeni nel WAT, che dipende da una fonte di
precursori circolanti di androgeni come il testosterone e la sua catalisi
mediante 1’aromatasi citocromo P450. Infatti, un difetto dell’aromatasi nel
cervello ¢ stato descritto dopo trattamento con 1 PCB (Hany et al., 1999).
Inoltre un disturbo del fenotipo della biosintesi degli estrogeni locali,
dimostrata usando topi knock-out per 1’aromatasi, ¢ caratterizzato da una
sindrome metabolica con insulino-resistenza, obesita del tronco e steatosi
epatica (Simpson et al., 2005).

La capacita degli EDC, di interagire con 1 recettori nucleari, ¢ supportato e
spiega la vasta gamma di perturbazioni metaboliche riportate in studi
sperimentali e epidemiologici. Si rafforza cosi anche il concetto di associare

la disregolazione endocrina con quella metabolica.

4.3 OBESITA E PCB

L’obesita ¢ uno dei piu importanti problemi di salute pubblica nei paesi
industrializzati. Il tasso di obesita ¢ notevolmente aumentato negli ultimi anni,
in particolare 1 soggetti piu colpiti sembrano essere i bambini e gli adolescenti
(U.S. Environ. Prot. Agency, 2000; Tabb et al., 2006). Cambiamenti nelle
abitudini alimentari che rendono facilmente disponibili alimenti ad alto
contenuto energetico, da un lato, e lo stile di vita sedentario, dall'altro, sono
responsabili di tale andamento (Colborn et al., 1993). Tuttavia, la dieta e

I’esercizio fisico, da soli, non sono molto efficaci e quindi anche dopo una
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notevole perdita di peso molti pazienti riacquistano il peso perso (Chen et al.,
2009). Questo accade principalmente, ma non esclusivamente, come
conseguenza dell'attivazione di meccanismi contro-regolatori, che tendono a
ripristinare il peso corporeo al punto precedente (Hatch ez al., 2010). L'obesita
¢ spesso associata ad altre malattie metaboliche quali D’aterosclerosi,
I’iperglicemia, le dislipidemie e I’ipertensione. Inoltre essa si caratterizza per
I’aumento del tessuto adiposo, ad esempio I’incrementato del peso da 70 a
150 kg comporta il quadruplicasi della massa grassa mentre rimangono
relativamente inalterate quella scheletrica ¢ muscolare (Prins et al., 1997). In
particolare, anche in una persona magra, il tessuto adiposo bianco (WAT)
rappresenta circa il 15-25% del peso corporeo e questa percentuale puo
aumentare di piu del 50% in casi di pazienti con obesita patologica. Poiché
circa il 70% della massa di WAT ¢ formato da lipidi, questo tessuto
rappresenta un importante serbatoio per molti contaminanti lipofili (Covaci et
al., 2002). La maggior parte di loro appartiene al gruppo dei Persistent
Organic Pollutants (POP) la cui concentrazione aumenta ad ogni passaggio
della catena trofica. Cosi cibi, specialmente i grassi contenuti nei pesci, i
prodotti a base di carne e latte, sono la principale fonte di esposizione umana
ai POP. La quantita di inquinanti organici persistenti nel WAT puo variare di
diversi ordini di grandezza (Smeds e Saukko, 2001), in base all’esposizione
alimentare e alla capacitda di accumalare tali sostanze. Diversi studi

indipendenti hanno dimostrato che ad una perdita di grasso, a seguito di una
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dieta o chirurgia bariatrica, si verifica un aumento della concentrazione di
POP nel sangue (Hue ef al., 2006; Kim ef al., 2011). Il ruolo del WAT nel
controllo dei livelli ematici dei POP ¢ stato ulteriormente supportato da studi.
Lim et al. (2010), in particolare, hanno dimostrato che esiste una correlazione
inversa tra 1 cambiamenti del peso e livelli sierici dei POP. Quindi il
dimagrimento comporta una riduzione della concentrazione dei POP nel
WAT (Jandacek et al., 2005), viceversa un aumento della massa grassa
comporta una riduzione del tasso di eliminazione dei POP (Michalek e
Tripathi, 1999).

In uno studio recente, ¢ stato valutato se l'esposizione ai composti
organoclorurati (OC) fosse capace di modulare la capacita proliferativa delle
cellule progenitrici degli adipociti. A tale proposito 1 preadipociti umani sono
stati trattati con un PCB coplanare (PCB 77) e con uno non coplanare (PCB
153), e pesticidi organocloruratti DDE a diverse concentrazioni. I risultati
ottenuti, da questo lavoro, hanno suggerito, per la prima volta, che, a breve
termine, I'esposizione ad inquinanti ambientali fosse in grado di promuovere
la proliferazione dei preadipociti umani sottocutanei dal 28-72% (Chapados et
al., 2012). Precedenti studi in vitro, inoltre, hanno riportato effetti positivi
all'esposizione agli OC sulla proliferazione valutata su diversi tipi di cellule
(Radice et al., 2008; Chang et al., 2008; Endo et al., 2003).

La letteratura ¢ molto limitata nel fornire motivi per cui solo alcune linee

cellulari danno risposte dose-dependente all’esposizione ai composti
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organoclorurati sulla proliferazione. Questo potrebbe essere dovuto in parte
ad una risposta on-off ad alcuni PCB, che presentano un ampio spettro di
effetti biologici e tossici, a seconda del numero e della posizione degli atomi
di cloro nell’anello aromatico (Safe, 1994). Un meccanismo ipotizza che gli
effetti proliferativi del PCB non diossino-simile 153 possano essere mediati
dall’attivazione del pathway della proteina MAPK (proteina chinasi
mitogeno-attivata) ed ERK 1/2 (chinasi regolata dai segnali extracellulari
1/2). In molte cellule, attivazione della MAPK/ERK promuove la divisione
cellulare (Wang et al., 2009; Xavier et al., 2009). Per esempio, l'attivazione
della cascata di ERK 1/2 ha dimostrato promuovere la crescita delle cellule
del seno umano (Radice et al., 2008). Il PCB 77 presenta uno o nessun
sostituente di cloro nelle posizioni orto € quindi assume una configurazione
planare. Questa conformazione gli consente di legare ed attivare il recettore
degli idrocarburi arilici (Schecter ef al., 2006), che ¢ ritenuto indurre 1’arresto
del ciclo cellulare in linee cellulari di epatoma murino esposte a TCDD, il piu
potente attivatore del recettore Ah (Puga et al., 2002; Elferink et al., 2001). In
questo studio, ¢ stato dimostrato che l'esposizione al PCB 77 non ha effetto
sulla capacita proliferativa dei preadipociti umani. Nonostante il PCB 77
abbia una minore affinita per il recettore Ah, rispetto alla TCDD, non ¢ stata
evidenziata alcuna differenza nella capacita proliferativa dei preadipociti

umani tratti con il PCB 77 verso il controllo.
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Infine, il tessuto adiposo €, oggi, considerato come un organo molto dinamico
coinvolto in una vasta gamma di processi fisiologici € metabolici ben oltre la
tradizionale ipotesi di consederarlo un semplice sito di immagazzinamento di
lipidi.

Il dinamismo di questo organo ¢ stato recentemente confermato con la
constatazione che nuovi adipociti si formino costantemente per sostituire gli
adipociti persi nell’uomo (Spalding et al., 2008).

L'idea che 1 preadipociti, nel tessuto adiposo adulto, possano essere stimolati a
proliferare e a differenziarsi a cellule mature ¢ stata dimostrata anche in
modelli animali (Rodeheffer et al., 2008; Tang et al., 2008). Sulla base di
questi risultati, ¢ possibile asserire che gli OC stimolino la capacita
proliferativa dei preadipociti del 30-70%. Inoltre ¢ possibile ipotizzare che,
sia gli OC che una dieta eccedente il dispendio energetico, possano parimenti
contribuire ad indurre il differenziamento dei preadipociti ad adipociti maturi

ricchi di lipidi, favorendo I’aumento della massa grassa.

4.4 CANCEROGENICITA

Sebbene molti PCB non siano dotati di una particolare tossicita acuta, la
notevole stabilita chimica, la lipofilia come pure la loro tendenza ad
accumularsi nel tessuto adiposo, li rendono responsabili di casi di tossicita
cronica. Negli animali e nell’'uomo, 1’esposizione cronica ai PCB produce una

serie di effetti tossici tra 1 quali si annoverano: diminuzione del peso
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corporeo, edema, acne clorica, ipertrofia epatica, porfiria, attivita estrogenica,
immunosoppressione e neurotossicita (National Research Council, 1979;
Robertson ¢ Hansen, 2001). Diversi studi epidemiologici hanno esaminato
I’attivita cancerogena dei PCB nell’uomo ed evidenziato la correlazione fra
I’esposizione cronica ai PCB e I’aumento dell’incidenza di cancro al fegato,
alle vie biliari e all’intestino nonch¢ del melanoma (Faroon ef al., 2001). In
seguito all’incidente di Yusho, peraltro, si ¢ registrato un aumento
statisticamente significativo della mortalita a causa di cancro al fegato negli
uomini (ma non nelle donne) esposti ai PCB (Kuratsume et al, 1996).
Silberhon et al., (1990), hanno dimostrato, in uno studio in vivo, che le
miscele di PCB inducono lesioni preneoplastiche e carcinoma epatico se
somministrate a dosi appropriate e per lunghi periodi. E riportato in
letteratura, inoltre, che le miscele di bifenili alogenati e 1 singoli congeneri,
sebbene la loro potenza vari, promuovono la cancerogenesi in diversi modelli
di cancro al fegato (Glauert et al.,, 2001). Generalmente 1 composti che
inducono il citocromo P450 hanno una maggiore attivita cancerogena (si tratta
dei PCB con il piu elevato grado di clorurazione). Sono stati effettuati, allo
stesso modo, numerosi studi sulla correlazione tra I’esposizione dei soggetti ai
PCB e I'incidenza del cancro al seno. Un’analisi condotta negli Stati Uniti
non ha evidenziato nessun aumento di incidenza del tumore al seno nelle

donne che presentavano elevati livelli ematici di PCB. Tale dato ¢ stato
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confermato anche da altri studi, sempre statunitensi, che hanno preso in esame
anche 1 singoli congeneri (Laden et al., 2001).

In uno studio canadese del 2002, invece, che valuta la tossicita dei singoli
congeneri, ¢ riportato che elevati livelli dei PCB 118 e 156 sono associati ad
aumento di rischio di carcinoma mammario (Demers et al., 2002). Come
Archibeque-Engle et al., (1997), affermano, in realta, non bisogna prendere
come riferimento 1 livelli ematici dei PCB, quanto piuttosto la loro
concentrazione nel tessuto adiposo, dove tendono ad accumularsi, se si vuole
trovare una correlazione fra 1’esposizione a tali composti e I’incidenza del
cancro al seno. Benché uno studio recente, svolto in Danimarca, non abbia
evidenziato un aumento del rischio per il tumore al seno nelle donne che
presentano elevati livelli di PCB nel tessuto adiposo (Raaschou-Nielsen ef al.,
2005), numerose ricerche hanno dimostrato il contrario. In particolare per il
congenere 183, in uno studio svolto in Spagna, si ¢ evidenziata una stretta
correlazione tra 1 suoi livelli nel tessuto adiposo mammario e 1’incidenza del
cancro al seno (Lucena et al., 2001). Joshua et al., (2003), inoltre, hanno
individuato, determinando 1 livelli di PCB nel grasso mammario in seguito a
biopsia, una correlazione tra la loro concentrazione e I’incidenza di tumori
dalla prognosi infausta.

Eum et al., (2004), d’altro canto, hanno proposto per il PCB 104 come
probabile meccanismo d’azione alla base della cancerogenesi, nel caso di

tumori al seno, 1’induzione del Fattore di Crescita dell’Endotelio Vascolare
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(VEGF). Tale fattore aumenta la permeabilita endoteliale favorendo, cosi, la
migrazione transendoteliale di cellule tumorali. Tra I’altro uno studio clinico
condotto su donne affette da tumore al seno, previo dosaggio dei livelli di
PCB nel tessuto adiposo, ha evidenziato un effetto antiestrogenico protettivo
del congenere 156 e un aumento di rischio per i congeneri 180 e 183 (Holford
et al., 2000). Questa ¢ un’ulteriore conferma sperimentale del fatto che
I’attivazione del recettore Ah da parte dei PCB sortisce un’azione
antiestrogenica ed antitumorale nelle cellule mammarie umane
(Ramamoorthy et al., 1999). E stato, inoltre, evidenziato, in uno studio clinico
svolto su donne in post-menopausa, come la mutazione a carico del gene che
codifica per il citocromo P450 1A1 (CYP450-1A1), con il quale 1 PCB
interagiscono, associata ad elevati livelli dei PCB stessi nel tessuto adiposo,
possa comportare un aumento del rischio di tumore di quasi tre volte (Kirsten
et al., 1999; Francine et al., 2002; Li et al., 2005). Tale mutazione ¢ forse
legata al fumo di sigaretta. Un altro possibile meccanismo d’azione potrebbe
consistere nell’inibizione dell’espressione del gene BRCAI, che svolge
un’attivita antitumorale e di riparazione del DNA (Rattenborg et al., 2002). In
sintesi, il ruolo dei PCB nello sviluppo del tumore al seno ¢ incerto € non pare
che queste sostanze possano generare un notevole incremento del fattore di
rischio, tuttavia, si puo affermare con sicurezza che: 1) i congeneri, come il
PCB 118 (un PCB DL oltre che PCB target), sono 1 piu pericolosi anche se ¢

stato loro assegnato un fattore di tossicita equivalente (TEF) inferiore ad altri,

31



2) la sottopopolazione di donne in post-menopausa € piu esposta a tale
rischio, 3) 1 PCB possono peggiorare la prognosi in corso di patologie
tumorali e aumentare la mortalita, piuttosto che I’incidenza del tumore.
Quindi, non si pud escludere che I’inquinamento da PCB abbia giocato un
ruolo essenziale nell’incremento della mortalita in seguito a tumore al seno. E
stata, tuttavia, dimostrata anche una correlazione significativa tra 1 livelli del
PCB 180 e I’aumento dell’incidenza di tumore maligno alla prostata (Ritchie
et al., 2003). Anche in questo caso, 1 congeneri mostrano un profilo d’azione
diverso a seconda della struttura: 1 PCB 126 e¢ 77, diossino-simili, mostrano
un’attivita anti-androgenica, mediata dal recettore Ah, e inibiscono la crescita
delle cellule tumorali, mentre 1 PCB 118 e 153, diossino-simili, non attivando
il recettore Ah, stimolano la crescita delle cellule tumorali (Endo ef al., 2003).
In letteratura sono disponibili solo pochi studi sul rapporto fra questa
patologia e 1 PCB. Per quanto concerne, invece, il tumore al colon, in uno
studio condotto recentemente in Spagna, si ¢ evidenziata una netta
correlazione tra incremento del fattore di rischio (fino a tre volte) ed elevati
livelli ematici dei congeneri 28 e 118, non diossino-simili. I congeneri non
diossino-simili, come il 101, il 153 o il 180, d’altro canto, non sembrano
essere coinvolti (Howsam et al., 2004); si puo, pertanto, dedurre da tale studio
che solo I’esposizione ai PCB mono-ortosostituiti contribuisca allo sviluppo

del cancro al colon.
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Elevati livelli di PCB, come dimostra uno studio condotto sui pescatori del
Mar Baltico, (1995), determinano, inoltre, un aumento significativo
dell’incidenza di tumore allo stomaco. Benche in tali soggetti fossero ingenti
anche 1 livelli di diossine e furani, ¢ comunque plausibile ipotizzare che
I’inquinamento da PCB abbia svolto un ruolo nell’aumento di mortalita in
seguito a tale tumore. Infine per quanto concerne il melanoma, ¢ stato
condotto uno studio su lavoratori esposti ai PCB, che ha evidenziato un
aumento della mortalita, sebbene non si trattasse di un’esposizione cronica
(Sinks et al., 1992). Anche De Guire et al., (1992), riscontrano questo
aumento, ma il loro studio ¢ poco significativo per il numero esiguo dei casi
presi in esame. Tuttavia uno studio statunitense successivo, condotto su una
vasta popolazione di operatori di centrali elettriche, risolve il problema della
insufficiente significativita e ci consente di asserire con sicurezza che in
seguito ad esposizione ad elevati livelli di PCB si ha un aumento di mortalita
a causa di melanoma (Loomis et al., 1997). E stata, infine, riscontrata
un’associazione positiva tra I’esposizione ai PCB e ai campi magnetici e

I’incremento di casi di melanoma (Tynes ef al., 1994).

4.5 NEUROTOSSICITA E TOSSICITA CARDIOVASCOLARE
Oltre all’attivita cancerogena, i PCB, sempre per esposizione cronica, causano
un aumento dell’incidenza di casi di ansia, di depressione e di altri disturbi

psichiatrici (Michelek ef al., 2003). In generale, 1 neonati sono, fra 1 soggetti a

33



rischio, quelli piu suscettibili alla tossicita dei PCB, che vengono assorbiti sia
durante la gestazione che 1’allattamento. Studi epidemiologici suggeriscono
che I’esposizione prenatale ai bifenili policlorurati causa: diminuzione delle
capacita di memoria e apprendimento, disfunzioni psicomotorie e deficit
dell’attenzione (Ribas-Fito et al., 2001). Nonostante siano indispensabili
ricerche piu approfondite, si puo affermare con sicurezza che il meccanismo
molecolare, che media queste alterazioni, si fondi sulla diminuzione di

dopamina nei gangli della base e nella corteccia prefrontale (Faroon et al.,

2001).

E stato anche evidenziato, nel caso di esposizione cronica, un significativo
aumento di tutti gli indici di rischio per neuropatia periferica (Michelek et al.,
2001). Nello specifico, il PCB 126 ¢ la diossina (TCDD), inoltre, inducono
cardiomiopatia nei ratti (Jokinen et al., 2003). Il PCB 77 e la diossina
(TCDD), inoltre, causano stress ossidativo e conseguenti processi
inflammatori a livello delle cellule endoteliali, attraverso 1’attivazione del
recettore per gli idrocarburi arilici Ah e del citocromo P450 1A (CYPI1A1)
(Pachaikani et al., 2003; Scott et al., 2001). In particolare, il PCB104 ¢ capace
di stimolare la sintesi e il rilascio dei mediatori dell’infiammazione nelle
cellule endoteliali umane. Si € ipotizzato che la sua azione proinfiammatoria
possa contribuire allo sviluppo di metastasi, oltre che all’aterogenesi in

pazienti esposti ai PCB (Wangsun et al., 2003). Un’aumentata mortalita per

patologie cardiovascolari ¢ stata osservata, infatti, sia negli operai di una
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fabbrica svedese di condensatori sia in quelli di una centrale elettrica
canadese esposti a PCB (Gustavsson et al., 1997; Hay et al., 1997).
L’aumento di mortalita per patologie cardiovascolari potrebbe essere
associato con la capacita dei PCB di alterare 1 livelli plasmatici dei lipidi e la
pressione arteriosa, modificazioni che si osservano anche in popolazioni
esposte per motivi non professionali (Stehr-Green et al., 1986; Tokunaga et

al., 2003).
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5. PCB E APOPTOSI

5.1 EFFETTI APOPTOTICI DEI PCB

Studi in vitro hanno dimostrato che I’esposizione a miscele commerciali di
PCB (Aroclor) causa diminuzione della vitalita cellulare e accelerazione
dell’apoptosi in colture cellulari di neuroni (Mariussen et al., 2002), di
nefroni (Perez-Reyes ef al., 2001) e di splenociti (Yoo ef al., 1997). Anche 1
singoli congeneri si sono mostrati capaci di indurre apoptosi in diverse linee
cellulari. In particolare, si ¢ visto che 1 PCB 153, 118 e 74 inducono
apoptosi nella linea continua GT1-7 di cellule ipotalamiche, che sintetizzano
I’ormone neuroendocrino rilasciante il peptide gonadotropina (GnRH)
(Dickerson et al., 2009). 11 PCB 153, inoltre, insieme al PCB 77 induce tale
processo in colture primarie di neuroni corticali (Sanchez-Alonso et al.,
2003). D1 notevole interesse, peraltro, risulta lo studio di Howard et al.,
(2003), in cui non solo si evidenziano gli effetti apoptotici dei PCB 47 e 77
su colture primarie di neuroni ippocampali ma si chiarisce anche il
meccanismo d’azione di tali congeneri. Si dimostra, infatti, che questi
composti inducono morte cellulare con un meccanismo caspasi-dipendente
attivando 1l recettore della rianodina (RyR). Infine in letteratura ¢ riportato
che 1 PCB 153 e 126 inducono apoptosi anche nelle cellule ipofisarie AtT20

(Jhoansson ef al., 2006).
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5.2 APOPTOSI

L’apoptosi € un processo fisiologico, presente in tutti gli eucarioti
multicellulari (Ellis et al, 1991), che consente 1’omeostasi tra la
proliferazione e la morte cellulare. Tale processo, geneticamente controllato e
altamente conservato nel corso dell’evoluzione, permette il corretto sviluppo
nello stadio embrionale nonche 1’omeostasi dei tessuti quando 1’organismo ¢
adulto (Orrenius et al., 2003). In particolare, I’apoptosi ha un ruolo chiave
nella morfogenesi (Vaux et al., 1994), nella differenziazione sessuale e nella
regolazione dei sistemi immunitario e nervoso (Ameisen, 2002). Studi
approfonditi hanno evidenziato una diminuzione dell’apoptosi in patologie
neoplastiche e/o autoimmuni e un incremento della morte cellulare in

patologie degenerative e nell’immunodeficienza.

5.3 APOPTOSI E NECROSI

Il termine apoptosi, coniato da Kerr nel 1972, ¢ sinonimo della definizione
“morte cellulare programmata” introdotta da Lockshin nel 1964. L’apoptosi, a
differenza della necrosi non ¢ un processo silente, ma ¢ la cellula stessa che,
trascrivendo geni specifici, sintetizzando nuovi enzimi € consumando energia,
inizia e porta avanti il processo di morte; ed alla fine morendo, emette segnali
che capaci di modificare il comportamento delle cellule vicine, comprese
quelle che la devono ingerire (Arnoult et al., 2002) (Tab. 2). La morte per

necrosi, invece, avviene in seguito a gravi ed irreversibili danni patologici
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come ipossia, ipertermia, infezioni virali, esposizione a vari agenti tossici o
per I’attacco del complemento (Israels, 1999). Questi eventi portano alla
perdita dell’integrita delle membrane degli organuli cellulari, incluso il
nucleo, con conseguente rilascio del loro contenuto (ATP, proteasi e lisozimi)
sino alla rottura dell’intera cellula e degradazione del DNA in modo

aspecifico.

APOPTOSI NECROSI

Citologia Nuclei picnotici, citoplasma Edema cellulare; Nuclei intatti ma
condenszato, frammenti cellulari colorati debolmente ;
rotondi

Ultrastruttura citoplasma Reticolo endoplasmatico dilatato; I mitocondti mostrano un
Membrana plasmatica intatta rigonfiamento di grande entiti e
corpi densi nella matrice;
Profili di organuli dilatati; Rotrure
della membrana plasmatica e delle
membrane interne

Circostanze Spesso in casi di “morte Mai in condizioni fisiologiche;
programmata”; Atrofia; Uccisione Complemento; Ipossia; Tossine (alte
immunitaria cellulo-mediata; dosi)

Tossine (basse dosi)

Tabella 2: Differenze morfologiche tra apoptosi e necrosi

Tale fenomeno, che la cellula subisce passivamente, innesca una risposta
inflammatoria con rilascio di citochine da parte dei macrofagi. Durante
I’apoptosi, invece, le cellule si condensano, in quanto il volume citosolico
diminuisce, perdono le specializzazioni di membrana e si staccano dalle

cellule vicine senza che ci sia una risposta inflammatoria, perche a differenza
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della necrosi, non avviene rilascio del contenuto citosolico nei tessuti
circostanti. Tuttavia, I’integrita degli organuli interni viene mantenuta almeno
nelle fasi precoci del processo, mentre a livello nucleare avviene la
disgregazione del/i nucleolo/i, la condensazione ¢ la frammentazione della
cromatina in porzioni di 180-200 paia di basi o multipli.

La cromatin, degradata, si compatta in granuli che si spostano verso la
periferia del nucleo e raggiungono la membrana plasmatica, dove vengono
circondati da evaginazioni della stessa, fornendo alla cellula un aspetto simile
a bolle (dall’inglese “blebbing”). Queste si staccano dal corpo cellulare
trascinando con sé parte del citoplasma e del materiale nucleare dando origine
ai cosiddetti “corpi apoptotici”, fagocitati rapidamente dai macrofagi, senza

che si abbia una reazione infilammatoria.

Pre-Apoptotic Cell Early Apoptotic Cell Late Apoptotic Cell
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Figura 4: Formazione delle “membrane blebbing”
L’apoptosi puo essere indotta da molteplici stimoli, sia intra che extra-
cellulari, 1 quali attivano diverse vie. Tra queste la via estrinseca richiede la
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presenza di recettori sulla membrana citoplasmatica e coinvolge la caspasi-8;
la via intrinseca ¢ incentrata sul ruolo svolto dai mitocondri e coinvolge la

caspasi-9 (Hengartner, 2000).

5.4 LA VIA ESTRINSECA

La via estrinseca richiede 1’attivazione di specifici recettori di morte (death
receptors, DR). Questi appartengono ad una famiglia denominata TNF-R
(Tumor Necrosis Factors Receptors) che include sei recettori (TNF-R1, Fas,
DR3, DR4, DR5 e DR6). Il legame, ad esempio, del TNF (Tumor Necrosis
Factor) al TNFR-1 puo determinare 1’attivazione della caspasi-8 ed innescare
la via estrinseca. Questo ¢ un processo complesso che richiede la
trimerizzazione del recettore, reclutando i1l dominio di morte (death domain,
DD) e due proteine adattatrici (TRADD e FADD/MORT-1). La proteina
FADD/MORT-1, a sua volta, contiene un dominio che lega procaspasi-8

attivandola (Hengartner, 2000; Strasser et al., 2000) (Fig. 5).

5.5 LA VIA INTRINSECA O MITOCONDRIALE

La via mitocondriale ¢ attivata in risposta sia ad insulti interni, come il
danneggiamento del DNA, che a segnali extracellulari, come la mancanza di
fattori di crescita. Tali stimoli convergono sui mitocondri ¢ conducono al

rilascio del citocromo c, della proteina secondaria attivatrice di caspasi
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(SMAC), del fattore inducente 1’apoptosi (AIF) che ¢ legato alla
condensazione della cromatina e della endonucleasi G.

In questo processo sono implicati 1 membri della famiglia Bcl-2 pro-
apoptotici e, in particolare, Bax. Questi traslocano dal citosol (dove sono
inattivi) agli organuli cellulari dove sono attivati via proteolisi,
defosforilazione o altri meccanismi. Una volta localizzati sulla membrana
mitocondriale esterna, 1 membri pro-apoptotici competono con quelli anti-
apoptotici nella formazione di canali attraverso cui verranno rilasciate le varie
proteine. Una volta rilasciato, il citocromo c si associa con la proteina fattore
attivante proteasi apoptotiche (Apaf-1) e con la procaspasi-9 formando
I’apoptosoma, complesso in grado di attivare la caspasi-9. L’azione
dell’apoptosoma viene antagonizzata da una famiglia di inibitori di caspasi
chiamati inibitori dell’apoptosi (IAPs), ma questi, a loro volta, sono inibiti da
SMAC/DIABLO e Htra/Omi (Breckenridge e Xue, 2004).

Il citocromo c ¢ rilasciato nel citosol grazie a diversi meccanismi. Tra questi
di notevole interesse ¢ il meccanismo che prevede la permeabilizzazione della
membrana mitocondriale esterna e coinvolge 1 membri della famiglia di
proteine Bcl-2 (come Bax). Il citocromo normalmente ¢ legato alla membrana
mitocondriale interna attraverso un fosfolipide anionico detto cardiolipina. La
dissociazione del citocromo c dalla cardiolipina € un importante primo passo

per il rilascio del citocromo c nel citosol. Tale rilascio pud essere stimolato
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dalla produzione di specie reattive dell’ossigeno (ROS) cosi come dal legame
del Ca*" alla cardiolipina (Orrenius, 2003).

Recenti studi hanno dimostrato il coinvolgimento dei membri pro-apoptotici
Bax e Bak nella regolazione del Ca* cellulare (Petronilli ez al., 2001). Bax e
Bak traslocano dal citosol al reticolo endoplasmatico (dove causano
diminuzione delle scorte di Ca*") ed ai mitocondri (nei quali aumentano la
capacita di captare il Ca®"), causando variazioni della permeabilita (Petronilli
et al., 2001). La via estrinseca e quella intrinseca conducono entrambe
all’attivazione di enzimi effettori chiamati caspasi (Cisteina ASPartato
proteASI), il cui ruolo principale consiste nell’amplificazione dei segnali

apoptotici (Fig. 5).

Figura 5: Via estrinseca ed intrinseca dell’apoptosi
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6. TESSUTO ADIPOSO

6.1 STRUTTURA E FUNZIONE DELL’ADIPOCITA

Figura 6: Stuttura del tessuto adiposo sottocutaneo

Nel corpo, il tessuto adiposo ¢ suddiviso in due principali depositi: tessuto
adiposo sottocutanco (SCAT) (Fig. 6) e tessuto adiposo viscerale (VAT).
Numerosi studi riportano che il tessuto adiposo, oltre ad essere un sito di
riserva energetica, produce varie sostanze con azione autocrina, paracrina €
neuroendocrina che influenzano il comportamento, la regolazione
dell'energia, 1'ossidazione dei lipidi, la funzione immunitaria e vascolare,
nonch¢ lo stato ormonale, il metabolismo e la funzione cellulare (Galic et al.,
2010; Ouchi et al., 2011). Il tessuto adiposo si caratterizza per avere numerose
funzioni, in parte dovute alla grande varieta di cellule che “popolano” questo
tessuto, come le cellule progenitrici degli adipociti (preadipociti) in diversi
stati di differenziazione, le cellule vascolari, cellule del sistema nervoso
centrale, 1 fibroblasti e molte cellule immunitarie quali linfociti, macrofagi,

mast cellule e cellule satellite connesse ai vasi e ai nervi (Cinti, 1999).
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Le cellule adipose si sviluppano dai lipoblasti derivati dal mesenchima e sono
distinti in adipociti bruni e bianchi (Fig. 7). Essi sembrano avere una
differente morfologia ed opposte funzioni. Nonostante ci0, dettagliati studi
anatomici riportano che entrambi 1 tipi cellulari sono contenuti insieme in
numerose locazioni anatomiche, formando organi multipli di deposito adiposo
(Cinti, 1999; Cinti, 2005). Forme intermedie tra adipociti bianchi e bruni sono
presenti in tutti 1 depositi dell'organo adiposo (Murano et al., 2009; Vitali et

al., 2012).

Mutrienti

Senza I'UCPeptide Con I'UCPeptide:
I nutrientl vengono
trasformats in calore

Figura 7: Adipociti bianchi e bruni

In particolare gli adipociti intermedi sono multiloculari € non esprimono la
proteina UCP-1. Tale proteina, originariamente chiamata “termogenina”
(Cannon et al., 1982), rappresenta un critico elemento della macchina della
termogenesi. Essa ¢ una proteina mitocondriale che consente di controllare la
“perdita” di protoni attraverso la membrana mitocondriale interna, mediante il

gradiente del potenziale elettrochimico, al fine della generazione di calore a
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spese della produzione di adenosina trifosfato (ATP). Inoltre gli adipociti
intermedi presentano anche mitocondri con caratteristiche miste tra quelle
trovate negli adipociti bianchi e bruni. Per tale motivo potrebbero avere una
gocciolina lipidica predominante e per questo sono chiamati adipociti

pauciloculari (Barbatelli ef al., 2010).

6.2 TESSUTO ADIPOSO BIANCO E BRUNO

Il tessuto adiposo ¢ oggi al centro della ricerca sull’obesita, in quanto,
nell’ultima decade, le conoscenze sul suo ruolo biologico sono state
completamente rivoluzionate. Inoltre, la biologia del tessuto adiposo ¢ una
delle aree “calde” della scienza biomedica principalmente perché esso ¢ oggi
riconosciuto come uno dei maggiori organi endocrini (Trayhurn et al., 2001).
Il tessuto adiposo, definito da Cinti (Cinti, 2001) “/’organo adiposo™, si
compone di due parti: il tessuto adiposo bianco (WAT) e il tessuto adiposo
bruno (BAT).

Il tessuto adiposo bruno (BAT) ¢ specializzato nella produzione di calore
mediante termogenesi “senza brividi”. In questo tessuto I’immagazzinamento
dei lipidi in gocce serve primariamente come carburante per la produzione di
calore. Nel tessuto adiposo bianco (WAT), invece, 'immagazzinamento dei
trigliceridi dalle calorie della dieta in eccesso, provvede a creare riserve di
carburante a lungo termine per gli animali. Oltre all’immagazzinamento del

carburante, il tessuto adiposo bianco pud agire come isolante termico e
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proteggere gli altri organi dai danni meccanici. Inoltre, il WAT e BAT hanno
una differente vascolarizzazione e differenti innervazioni. Il BAT ha un piu
denso network di capillari e numerose fibre parenchimali rispetto al WAT
(Nechad, 1987; Giordano et al., 2007). Le fibre nervose parenchimali
maggiormente rappresentate sono fibre simpatiche noradrenergiche (Giordano
et al., 2007; Giordano et al., 1996).

In aggiunta al suo ruolo chiave nel metabolismo lipidico, il WAT ha anche
un’azione endocrina, secernendo un grande numero di proteine,
collettivamente definite adipocitochine, che influenzano il metabolismo
sistemico e locale e il pathways infiammatorio. Il WAT rappresenta la piu
grande porzione di tessuto adiposo nell’uomo, sebbene ci siano un aumento
delle evidenze che dimostrano che il BAT ¢ presente in quantita significative
e co-esiste con il WAT nello stesso deposito (Marzolla et al., 2012; Tam et

al., 2012).

6.3 SISTEMA B-ADRENERGICO, LIPOLISI E LIPOGENESI

I recettori (-adrenergici (BAR) sono membri di una grande famiglia di
recettori accoppiati a proteine G. Ci sono 3 sottotipi di BAR ( B;AR, B,AR e
B3AR), ognuno di essi ¢ accoppiato a proteine Gas e stimola i1 livelli
intracellulare di cAMP. Mentre 1 ;AR e AR sono ampiamente espressi in
tutti 1 tessuti del corpo, 1 B;AR, invece, si trovano principalmente espressi

negli adipociti.
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Figura 8: Regolazione del dispendio energetico ed accumulo lipidico

La stimolazione dei BAR porta alla lipolisi negli adipociti bianchi e a
termogenesi senza brividi nel grasso bruno. In tutti 1 modelli animali di
obesita, il sistema -adrenenrgico non ¢ funzionante e la capacita di stimolare
la lipolisi e la termogenesi € compromessa. Tuttavia, numerosi studi riportano
che gli agonisti selettivi per i BAR sono in grado di prevenire o invertire
l'obesita, la perdita dell’espressione dei AR e di stimolare la termogenesi.

Comune a tutti 1 modelli animali di obesita, oltre che ad una grande
percentuale di soggetti obesi, ¢ la coesistenza di iperinsulinemia e 1’insulino-
resistenza. A causa di questa forte associazione tra controllo glicemico
compromesso, l'obesita, l'espressione dei BAR e loro funzione, ¢ stato
proposto che cid contribuisca, direttamente o indirettamente, alla inibizione

dell’espressione e funzione dei BAR negli adipociti (Collins et al., 1999).
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Il risultato ¢ la compromissione della lipolisi stimolata dalle catecolammine,
che porta ad un’eccessivo accumulo di lipidi negli adipociti di soggetti obesi.
Numerosi studi sostengono quest’ipotesi includendo 1’osservazione che
I’espressione dei B3;AR rapidamente declina negli adipociti di topo 3T3-
F442A indifferenziati trattati con insulina (Feve et al., 1994). Il meccanismo
attraverso cui I’insulina puo negativamente agire sulla funzione dei BAR non
¢ noto ma pud essere correlato all’espressione insulino-dipendente o alla
funzione di C/EBPa: (MacDougald ef al., 1995), che ¢ noto essere un fattore

critico per 1’espressione dei B3AR negli adipociti (Dixon et al., 2000).

6.4 L’ADIPOCITA: ADIPOGENESI DA FIBROBLASTO A CELLULA
ENDOCRINA SPECIALIZZATA

L'obesita ¢ una malattia che deriva dalla disregolazione nella massa del
tessuto adiposo bianco, con cambiamenti nelle dimensioni degli adipociti e/o
nel loro numero. Le variazione nel numero sono determinate da una
complessa interazione tra proliferazione e differenziamento dei preadipociti.

L‘adipogenesi ¢ un processo altamente controllato, i cui eventi cellulari e
molecolari sono stati ampiamente studiati negli ultimi anni. Essa si
caratterizza, nelle prime fasi, nell‘attivazione e/o nella repressione
trascrizionale di geni nei preadipociti (Rangwala et al.,2000; Rosen et al.,
2000). Uno dei primi eventi dell’adipogenesi ¢ rappresentato dall‘arresto della

crescita, che normalmente avviene mediante inibizione da contatto. Dopo tale
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evento, 1 preadipociti devono ricevere un'appropriata combinazione di segnali
mitogeni ed adipogenici per continuare attraverso le fasi successive del
differenziamento, che porteranno alla progressiva acquisizione delle
caratteristiche morfologiche e biochimiche tipiche degli adipociti maturi. Il
processo adipogenico ¢ inizializzato dal drastico passaggio dalla forma
allungata dei fibroblasti, a quella sferica, tipica degli adipociti. Le
modificazioni morfologiche sono, poi, accompagnate da variazioni del tipo
dei componenti della matrice extracellulare (ECM) e del citoscheletro
(Gregoire et al., 1998).

La fase terminale del differenziamento ¢ caratterizzata dall’attivazione della
cascata trascrizionale che porta ad una maggiore espressione di importanti
proteine coinvolte: nella sintesi dei trigliceridi, nell’aumento del numero dei
trasportatori del glucosio e nell’incremento della sensibilita dei recettori
dell’insulina. In quest’ultima fase, I’adipocita neoformato ¢ diventato una
cellula endocrina altamente specializzata, capace di secernere importanti
ormoni correlati alla regolazione dell’omeostasi energetica (Gregoire et al.,
1998).

Gli adipociti maturi sono 1 principali componenti cellulari del WAT. Essi sono
capaci di funzionare come sede di immagazzinamento di energia sotto lo
stretto controllo ormonale. Tuttavia, considerato che i fattori secreti dagli
adipociti giocano un ruolo fondamentale nelle risposte immunologiche, nelle

malattie vascolari e nella regolazione dell'appetito, ¢ emerso che il WAT

49



svolge un ruolo molto piu complesso e dinamico. Oltre a proteine coinvolte
nel metabolismo lipidico e lipoproteico, citochine e fattori di crescita, gli
adipociti sintetizzano anche fattori coinvolti nella regolazione dell'assunzione
di cibo e dell'omeostasi energetica. I fattori derivati dagli adipociti includono
leptina, adipsina, agouti, angiotensina II, prostaglandine, 1‘adiponectina,
resistina, TNFa, fattore inibitorio della migrazione dei macrofagi, proteina
secreta acida e ricca di cisteina (SPARC). I fattori, secreti dagli adipociti,
possono svolgere un ruolo cruciale nell‘omeostasi energetica e/o influenzare

funzioni chiave nel tessuto adiposo in modo fisiologico o patologico.

6.5 RECETTORI ATTIVATI DALLA PROLIFERAZIONE DEI
PEROSSISOMI (PPAR) E DIFFERENZIAMENTO

Ad oggi sono stati identificati tre diversi sottotipi recettoriali del PPAR (a, /6
e v), le cui azioni si risolvono in una vasta e differenziata gamma di effetti
biologici dipendenti dalla localizzazione tissutale e dal profilo chimico del
ligando coinvolto nell’attivazione (Kliewer ef al., 1994; Forman et al., 1997).
I PPAR sono fattori di trascrizione appartenenti alla superfamiglia dei
recettori nucleari. I tre sottotipi recettoriali, inoltre, sono bersaglio di farmaci
per il controllo del metabolismo lipidico e glucidico.

In particolare, il PPAR« si trova in una varieta di tessuti compresi il fegato, il
cuore ¢ il muscolo scheletrico, in cui ha la funzione di ossidazione gli acidi
grassi (Semple et al., 2006; Kiec-Wilk et al., 2005; Wu et al., 1996; Chinetti

et al., 2000; Ferre, 2004), e ha attivita antinfiammatoria (Kiec-Wilk et al.,
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2005). PPARPB/S ¢ ubiquitario (Semple et al., 2006; Kiec-Wilk et al., 2005;
Gurnell, 2005; Chinetti ef al., 2000) e, durante lo sviluppo prenatale, favorisce
la formazione degli organi attraverso la regolazione della migrazione del
citotrofoblasto (Kiec-Wilk et al., 2005), inoltre influenza il differenziamento
delle cellule staminali (Kiec-Wilk et al., 2005). 1l terzo, il PPARY, ¢ stato
identificato come un importante regolatore dell’adipogenesi. Esso, infatti,
fornisce una regolazione dinamica e specifica durante il differenziamento da
una cellula precursore a adipocita completamente differenziato (Rosen et al.,
2006; Feve, 2005; Semple et al., 2006; Kiec-Wilk et al., 2005; Wu et al.,
1996; Montague, 2002).

I tre membri della famiglia dell’C/EBP a, B e 6 sono espressi in momenti
specifici dell’adipogenesi, sottolineando la necessita di regolare il processo di
differenziamento (Wu et al., 1996). In linee cellulari di roditori, I’espressione
di C/EBPB e C/EBP6 si verifica dopo 24-48 ore dalla attivazione
dell’adipogenesi (Rosen, 2002; Wu et al., 1996; Fujimoto et al., 2005).

Queste molecole di segnalazione regolano a monte l'espressione iniziale di
due fattori chiave di trascrizione dell’adipogenesi: C/EBPa e PPARY (Rosen,
2002; Farmer, 2005; Feve, 2005; Otto et al., 2005; Wu et al., 1996; Rosen et
al., 2000; Fujimoto et al., 2005; Zuo et al., 2006). Il C/EBPa ¢ PPARY sono
inizialmente espressi a bassi livelli, per tanto sono in grado di indurre
I’espressione di altri fattori in un ciclo di feedback positivo (Rosen et al.,

2002). 11 C/EBPa aiuta a mantenere i1 livelli di PPARy negli adipociti
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differenziati (Rosen et al., 2002; Otto et al., 2005; Pessler-Cohen et al., 2006)

ma, attraverso studi sulla perdita della funzione, ¢ stato determinato che il

PPARY ¢ essenziale per adipogenesi in vivo e in vitro e che cellule mancanti di

tale fattore mostrano una marcata riduzione dell’C/EBPa (Rosen, 2002) (Fig.

9).
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Figura 9: Pathway coinvolti nell’adipogenesi
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6.6 ADIPOCHINE

6.6.1 LEPTINA E IL RECETTORE ObRb

La leptina (dal greco Aentdo, magro) € un ormone non glicosiltato (16 kDa)
(Zhang et al.,1994), codificato dal gene ob.

Esercita la sua azione biologica attraverso 1’attivazione del recettore ObR. E
secreta dagli adipociti in rapporto al volume ed al contenuto in trigliceridi
(Zhang et al., 2002), agisce a livello centrale, principalmente nell’ipotalamo
dove riduce I’assunzione del cibo e il peso corporeo. Mutazioni nel gene 0b o
nel gene che codifica per il suo recettore (gene db) sono correlate all’obesita,
dimostrando cosi che la leptina ha un ruolo fondamentale nella via di
segnalazione che regola il peso corporeo. La leptina circola nel plasma come
peptide libero o associata ad una proteina di legame, la forma solubile del suo
recettore (Sinha et al., 1996), e raggiunge il SNC. A livello della barriera
ematoencefalica (BEE) ¢ presente un sistema di trasporto saturabile, costituito
probabilmente dall’isoforma corta del recettore, che favorisce 1’ingresso della
leptina a livello del SNC, dove si lega a specifici recettori a livello
dell’ipotalamo e svolge la funzione di fattore di sazieta (Caro et al., 1996;
Gavrilova et al., 1997; Schwartz et al., 1997). Quest’ormone ¢ noto per
diminuire il food intake ed incrementare il dispendio energetico agendo su
specifici nuclei ipotalamici, dove induce fattori anoressigenici quali il
trascritto cocaina-amfetamina-correlato (CART) e sopprimendo neuropeptidi

oressigenici quali il neuropeptide Y (NPY) e la proteina correlata all’ Agouti
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(Ahima et al., 1996). I livelli di leptina sono pienamente dipendenti dalla
quantita di grasso corporeo, ma la sua sintesi ¢ anche regolata da mediatori
infiammatori (Gualillo et al., 2000).

L’espressione del gene ob nel tessuto adiposo ed 1 livelli di leptina circolanti
sono soggetti ad una regolazione a breve termine. Essi aumentano in risposta
all’insulina e ai glucocorticoidi (Wabitsch et al., 1996), al TNF-a e all’IL-1
(Zhang et al., 2000), agli estrogeni (Shimizu et al., 1999); diminuiscono,
invece, in risposta al testosterone (Wabitsch et al., 1997), alle ammine
simpaticomimetiche, all’esposizione al freddo e al digiuno (Rayner et al.,
2001).

Tartaglia e coll.(1997) avevano identificato e clonato il recettore al quale si
legava la leptina (Ob-R), espresso principalmente nelle regioni del cervello
che controllano 1’assunzione di cibo, ossia 1 neuroni del nucleo arcuato
dell’ipotalamo. E stato dimostrato che il gene db codifica per il recettore della
leptina e che eventuali mutazioni di questo gene possono essere responsabili
dei meccanismi di leptino-resistenza.

Ob-R ¢ una proteina di membrana costituita da circa 1200 amminoacidi
espressa nell’ipotalamo e in diversi tessuti periferici come fegato, polmone,
reni, muscolo, tessuto adiposo e tratto gastrointestinale (Kaplan, 1998).
Esistono diverse isoforme del recettore Ob-R, tutte dovute a fenomeni di
splicing alternativo tessuto-specifico: Ob-Ra, Ob-Rb, Ob-Rc, Ob-Rd, Ob-Re
ed Ob-Rf (Lee et al., 1996).
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Ob-Rb presenta dei motivi intracellulari nella porzione carbossiterminale,
assenti in tutte le altre isoforme, necessari per 1’attivazione della via di
trasduzione del segnale della chinasi associata alla famiglia Janus (JAK) e dei
traduttori del segnale e attivatori della trascrizione (STAT), responsabile

dell’attivita biologica dell’ormone.

6.6.2 LEPTINO-RESISTENZA

La leptino-resistenza puo derivare da un difetto nel sistema del trasporto della
leptina attraverso la BEE (Banks ef al, 2003). Tale sistema di trasporto ¢
mediato dalla forma corta del recettore della leptina (Ob-Ra), una proteina
espressa nei plessi coroidei, che funge appunto da trasportatore della leptina
nel fluido cerebrospinale (CSF). Questo sistema di trasporto € saturabile
(Banks et al., 2003) e la sua efficienza (misurata come il rapporto delle
concentrazioni di leptina tra il CSF ed il plasma) ¢ piu bassa nei soggetti obesi
piuttosto che nei soggetti magri. La concentrazione di leptina nel CSF ¢
probabilmente simile alla concentrazione interstiziale di leptina
nell’ipotalamo, quindi un difetto nel trasporto potrebbe spiegare perché le
persone obese non manifestano 1 sintomi attesi in risposta all’iperleptinemia
(come ad esempio una riduzione dell’assunzione di cibo € un incremento del
consumo energetico). C’¢ una soglia della concentrazione sierica di leptina
(circa 25 ng/mL) sopra la quale il trasporto di leptina nel CSF non aumenta

piu nonostante ci siano elevati livelli di leptina nel sangue. In pazienti con
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obesita grave, I’iperleptinemia non ¢ in grado di controllare 1’eccessivo
aumento di peso. Dopo il trasporto attraverso la BEE, mediato da Ob-Ra, la
leptina si lega ed attiva la forma lunga del recettore della leptina (Ob-Rb)
nell’ipotalamo (Elmquist ef al., 1999). La leptino-resistenza nei pazienti obesi
raramente dipende da una mutazione del gene che codifica per il recettore Ob-
Rb (Clemente ef al., 1998), ma piuttosto ¢ correlata alla down-regulation del
trasportatore della leptina indotta dall’iperleptinemia, come dimostrato in topi
db/db (Lynn et al., 1996; Malik et al., 1996).

Alcuni meccanismi di inibizione della via di trasduzione della leptina nei
neuroni dell’ipotalamo sono stati recentemente descritti (Vaisse et al., 1996;
Bjorbaek et al., 2000-2001). Numerosi studi suggeriscono che esistono due
meccanismi di leptino-resistenza: il primo dovuto ad un difetto nell’accesso di
leptina nel sito d’azione a livello ipotalamico; il secondo ad un difetto di
segnalazione intracellulare, a monte, dell’attivazione di STAT-3. Quando la
leptina interagisce con il recettore Ob-Rb, si ha la fosforilazione di due residui
di tirosina mediante 1’attivazione di JAK-2. L’attivazione di STAT-3, in
seguito a fosforilazione da parte di JAK-2, porta all’attivazione della
trascrizione del gene che codifica per SOCS-3. SOCS-3 va poi a fosforilare
Ob-Rb comportando I’inibizione dei vari segnali mediati dal recettore stesso
(Bjorbaek et al., 2000-2001). Oltre a SOCS-3, anche la fosfatasi dei residui
tirosinici delle proteine (PTP1B) ¢ un regolatore negativo del signaling della

leptina, nonché di quello dell’insulina. Tale fosfatasi defosforila JAK2, la
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prima chinasi che interviene nella via di trasduzione del segnale del recettore
della leptina, riducendo la sensibilita all'ormone. La sua espressione nelle
cellule in coltura ¢ infatti inversamente proporzionale alla sensibilita alla
leptina (Zabolotony et al., 2002). Negli animali in cui il gene di questa
fosfatasi ¢ deleto, non solo si ha resistenza allo sviluppo di obesita, ma ¢ stata
dimostrato anche un aumento della sensibilita alla leptina (Klaman et al.,
2000). Grazie al suo importante ruolo nella regolazione del metabolismo,
PTP1B ¢ un bersaglio terapeutico promettente per il trattamento dell’obesita e
del diabete mellito di tipo 2. PTP1B ¢ codificato dal gene PTPN1, presente
sulla regione 20q13 del cromosoma umano, che ¢ correlato con I’insulina
resistenza, il diabete mellito di tipo 2 e I"obesita (Tsou e Bence, 2012) (Fig.

10).

ER Stress

PTP1B

N
y

" JAK2-independent pathway

.
s
N

STATE \ \
STAT3 Energy homeostasis
51#.15 Body Weight

Figura 10: Pathway di segnalazione coinvolto nella leptino-resistenza
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6.6.3 ADIPONECTINA E RECETTORI ADIPOR1 E ADIPOR2
L’adiponectina (ACRP) ¢ prodotta esclusivamente dagli adipociti maturi. Essa
contiene una sequenza segnale N-terminale, il dominio variabile, un dominio
simile al collagene, la coda e un dominio globulare C-terminale, la testa.
Strutturalmente appartiene alla superfamiglia del collagene e si presenta in tre
forme oligomeriche: un trimero a basso peso molecolare, un esamero con
peso molecolare intermedio e 1’isoforma biologicamente attiva ad alto peso
molecolare. A differenza di altri ormoni adipocitari come la leptina, 1 livelli di
ACRP sono ridotti nell’obesita e risultano incrementati dopo perdita di peso.
Una riduzione dalla concentrazione dell‘ACRP ¢ associata con insulino-
resistenza, dislipidemie ed aterosclerosi. Questi effetti sono associati con la
fosforilazione del recettore per I’insulina, 1’attivazione del’AMPK e la
modulazione di NFkB. L’adiponectina ¢ espressa abbondantemente negli
adipociti, ma, diversamente da altre adipochine, i suoi livelli plasmatici sono
ridotti dall’adiposita addominale; cio €, probabilmente, dovuto al fatto che il
tessuto adiposo viscerale produce un fattore inibente la sintesi
dell‘adiponectina, che alcuni ipotizzano essere il TNFa. I livelli plasmatici di
adiponectina, oltre che nell’obesita addominale, sono ridotti negli uomini e
nelle donne in postmenopausa, nell’ipertensione arteriosa,
nell’ipertrigliceridemia, nel diabete di tipo 2 e nella cardiopatia ischemica.
L’adiponectina mostra possedere importanti proprieta antiaterogene,

antidiabetiche e antinfiammatorie anche nell’uomo. I soggetti con elevati
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livelli plasmatici di adiponectina hanno un rischio significativamente ridotto
di eventi cardiovascolari. Infatti, 1’ipoadiponectinemia, che caratterizza i
soggetti con obesitda addominale e sindrome metabolica, sarebbe 1’elemento
chiave per giustificare il rischio cardiometabolico (Kadowaki et al., 2006).

L’adiponectina esercita le sue azioni biologiche legandosi a due recettori,
contenenti sette domini transmembrana ma strutturalmente e funzionalmente
distinti dai recettori accoppiati a proteine G (Yamauchi et al., 2003).
AdipoR1, espresso prevalentemente nel muscolo scheletrico, lega con alta
affinita D’adiponectina globulare e con bassa affinitd quella pienamente
allungata. AdipoR2, invece, espresso abbondantemente nel fegato, presenta
un’affinita intermedia per entrambe le forme di adiponectina; La trasduzione
del segnale dell’adiponectina attraverso AdipoR1 e AdipoR2 coinvolge
’attivazione di AMPK, PPAR a, PPAR 7y e altre molecole segnale (Yamauchi
et al., 2007). In particolare I’interazione tra I’ACRP e questi recettori attiva
I’AMPK, il PPAR« e il p38MAPK, modulando molti aspetti del metabolismo
cellulare includendo 1’accelerazione dell’uptake del glucosio negli adipociti e
nei miociti, la riduzione degli enzimi coinvolti nelle gluconeogenesi negli

epatociti e la promozione dell’ossidazione degli acidi grassi nei miociti (Fig.

11).
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Figura 11. Singaling dell’adiponectina nella regolazione del metabolismo delo glucosio e
degli acidi grassi

6.7 CITOCHINE

6.7.1 INTERLEUCHINA-6 (IL-6)

L’interleuchina-6 (IL-6) ¢ una citochina secreta da vari tipi di cellule e tessuti,
gli adipociti contribuiscono per 15-30% ad incrementare 1 livelli circolanti in
assenza di infiammazione acuta (Mohamed-Ali ez al., 1997). E noto che i
livelli di IL-6 risultano notevolmente aumentati nel tessuto adiposo di soggetti
obesi (Fried et al., 1998). In particolare un basso grado di infiammazione
sistemica ¢ stato riscontrato in pazienti affetti da obesita, spiegando la
correlazione positiva tra I’incremento dei livelli e ’aumento della secrezione,

da parte degli adipociti, di tale citochina proinfiammatoria negli obesi da parte
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degli adipociti, di tale citochina proinfiammatoria negli obesi (Vozarova et
al.,2001).

Inoltre alti livelli di IL-6 sono correlati con 1‘insulino-resistenza e il maggior
rischio di complicanze cardiovascolari. Elevati livelli plasmatici di IL-6 sono
considerati come un fattore predisponente al diabete di tipo 2 ed all‘infarto del
miocardio (Vozarova et al., 2001; Ridker et al., 2000). La somministrazione
di IL-6 a wvolontari sani induce un aumento dose-dipendente della
concentrazione di glucosio nel sangue (Tsigos et al., 1997). Questo effetto
probabilmente, ¢ causato da una resistenza all'azione dell'insulina, dovuto
all‘inibizione della trasduzione del segnale del recettore dell'insulina negli
epatociti, comportando un aumento degli acidi grassi liberi circolanti dal
tessuto adiposo e una riduzione della secrezione di adiponectina (Fasshauer et
al., 2003; Boden et al., 2002).

L‘IL-6 induce la produzione epatica della proteina C-reattiva (PCR), che ¢
nota per essere un fattore di rischio favorente complicanze cardiovascolari
(Sacheck et al., 2008). Elevati livelli di IL-6 sono stati rilevati nelle placche
aterosclerotiche negli uomini. Inoltre, IL-6 altera la dilatazione endotelio-
dipendente nelle vene, per tale motivo sembra essere un importante fattore

aggravante la malattia coronarica (Bhagat et al., 1997).

6.7.2 FATTORE DI NECROSI TUMORALE o (TNFa)

Il fattore di necrosi tumorale o (TNFa) ¢ una citochina proinfiammatoria,
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prodotta principalmente dai macrofagi e dai linfociti. L’aumento dei livelli
circolanti di TNFa, osservati nei soggetti obesi, non ¢ associato all’aumento
della massa adiposa, in quanto ¢ stato ipotizzato che gli effetti sistemici della
leptina o di altre adipochine possano indurre la secrezione del TNFo da
macrofagi e linfociti (Koistinen et al., 2000). I due effetti clinicamente
importanti esercitati dal TNFa, nei bambini e negli adulti obesi, sono
I'insulino-resistenza e le alterazioni inflammatorie endoteliali. Infatti, € stato
dimostrato, in modelli animali, che il TNFa svolga un ruolo importante nella
fisiopatologia dell’insulino-resistenza attraverso la fosforilazione dei residui
di serina del recettore dell'insulina substrato-1 (IRS-1) (Hotamisligil et al.,
1993). Un miglioramento della sensibilita all'insulina ¢ stata dimostrata dopo
la neutralizzazione del TNFa endogeno nei ratti obesi (Hotamisligil e
Spiegelman, 1994). L’aumento dei livelli plasmatici del frazione solubile del
recettore-2 (TNFR2 o p75) del TNFo sono associate alla resistenza
all'insulina in volontari sani (Greenberg ¢ McDaniel, 2002). E noto che il
TNFa attiva la trascrizione fattore nucleare kB (NF-kB), che porta ad una
serie di alterazioni infiammatorie nel tessuto vascolare, causando disfunzione
endoteliale ed ipertensione (Lyon et al., 2003).

Gli elevati livelli del TNFa sono correlati ad un aumento del metabolismo del
tessuto adiposo (Hotamisligil e Spiegelman, 1994). Infatti, esso ¢ anche

secreto dai preadipociti e dagli adipociti e la sua produzione risulta essere
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incrementata nei soggetti obesi (Hotamisligil ez al., 1995). E possibile che tale
citochina possa regolare la funzione e il numero degli adipociti. Riguardo alla
funzione negli adipociti, il TNFa induce insulino-resistenza mediante almeno
due meccanismi: down-regolazione dell’attivita dei recettori tirosina chinasi
dell’insulina (Hotamisligil et al., 1994) e mediante induzione di un’anormalita
nel recettore dell’insulina substrato-1 (IRS-1), di cui ne inibisce la
fosforilazione dei componenti della cascata del signaling dell’insulina
(Hotamisligil et al., 1996). Il netto effetto dell’induzione dell’insulino-
resistenza negli adipociti ¢ chiaramente legato alla lipolisi, dato che 1’insulina
ha un funzione anti-lipolitica primariamente in queste cellule. In particolare,
tale citochina induce lipolisi negli adipociti mediante un effetto diretto
sull’attivita della lipoproteina lipasi (down-regolazione) e 1’attivita della lipasi
ormone-sensibile (up-regolazione) (Hauner et al., 1995). Riguardo al numero
delle cellule adipose, il TNFo ha azioni multiple. Infatti esso ¢ capace di
sopprimere il differenziamento dei preadipociti e indurre delipidazione e
dedifferenziamento degli adipociti (Petruschke et al., 1993) e per tale motivo
il TNFo sembra essere strettamente correlato all’insulino-resistenza e

all’obesita.

6.7.3 INTERLEUCHINA-10 (IL-10)

L’interleuchina-10 (IL-10) € un polipeptide omodimerico di 17 kDa, ¢ stato
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inizialmente descritto come un fattore prodotto dai linfociti T helper (tipo 2)
con proprieta inibitorie in cloni di linfociti T helper (tipo 1) (Malefyt, 1999).
E prodotta da vari tipi di cellule, in particolare dalle cellule infiammatorie
quali macrofagi e linfociti T, in cui ¢ il principale inibitore della sintesi delle
citochine e della funzione dei macrofagi. La sua attivita biologica ¢ mediata
dal suo recettore di membrana (IL-10R), appartenente alla famiglia dei
recettori delle citochine di classe II (Malefyt, 1999; Moore et al., 2001).
Pertanto, IL-10 puo inibire la produzione di diverse citochine quali il TNFa,
I’IL-1B e I’'IL-6, in vari tipi di cellule, ed ¢ anche capace di automodularsi
(Yamaoka et al., 1999; Malefyt, 1999). Inoltre inibisce la generazione di
specie reattive dell'ossigeno ed aumenta il rilascio di recettori del TNFa, di
cui ne puo antagonizzare gli effetti (Nozaki ef al.,1998).

In particolare, una scarsa capacita di produrre IL-10 ¢ stata rilevata in
patologie quali obesita, sindrome metabolica e diabete di tipo 2 (Gtowinska e
Urban, 2003). IL-10 ¢ insulino-sensibilizzante, anti-infiammatoria ¢ ha
proprieta protettive sull’endotelio antagonizzando 1’attivita del TNFa e IL-6
(Gunnett ef al., 2002; Esposito ef al., 2004). Ridotti livelli di tale citochina, in
pazienti obesi, rappresentano un importante fattore di rischio per 1’insulino-
resistenza, per 1’instabilita delle placche aterosclerotiche e per I’ischemia

coronarica acuta.
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7. SCOPO DELLA TESI

Durante il primo anno di dottorato, abbiamo valutato, in vitro, degli effetti
immunotossici, stimati come induzione dell’apoptosi indotta dai bifenili
policlorurati non diossino-simili 101, 153 e 180 (PCB 101, 153, 180), in una
linea continua di macrofagi murini J774.A1.

La tossicita dei PCB ¢ stata valutata considerando tali congeneri da soli o in
associazione per evidenziarne 1’eventuale effetto sinergico.

Mentre 1’azione immunosoppressiva delle diossine ¢ dei PCB-DL ¢ stata
oggetto di numerosi studi, solo di recente 1 ricercatori, riscontrati elevati
livelli residuali de1 PCB-NDL nell’ambiente, nell’'uomo, nei mammiferi e nei
pesci, si sono dedicati alla determinazione del meccanismo d’azione alla base
della tossicita indotta da tali PCB indicatori.

La scelta ¢ ricaduta su questi composti, in quanto i PCB 153 e 180 sono quelli
piu abbondanti nel tessuto adiposo (Duarte-Davidson ef al., 1994) e il PCB
153, in particolare, ¢ il congenere che si presenta alla piu alta concentrazione
nel latte materno (De Saeger et al., 2005; Furst, 2006; Kostyaniak, 1999).

I policlorobifenili, oggetto del nostro studio, sono tra i PCB-NDL piu diffusi,
in quanto, come riportato in numerosi studi, sono i contaminanti organici
rilevati a livelli residuali in specie ittiche di largo consumo alimentare o in
prodotti lattiero-caseari. Al fine di stimarne gli effetti sulla vitalita cellulare e
sul processo apoptotico, si sono utilizzate concentrazioni crescenti di tali

congeneri, da soli o in associazione. E stata valutata la frammentazione del
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DNA, la presenza di nuclei apoptotici mediante fluorescenza con il DAPI, la
percentuale di nuclei ipodiploidi mediante colorazione con propidio ioduro
(PI) e la modulazione dell’espressione di proteine coinvolte nel fenomeno
apoptotico, quali la caspasi-3, Bcl-2 (antiapoptotica) e Bax (proapoptotica),
mediante analisi Western blot.

Durante il secondo e terzo anno di dottorato, abbiamo valutato, in vitro, gli
effetti degli stessi congeneri non diossino-simili (PCB 101, 153 e 180), da soli
0 in associazione, sulla capacita proliferativa e differenziativa dei preadipociti
murini 3T3L1. In particolare ¢ stata determinato 1’effetto di tali inquinanti
sulla funzione degli adipociti maturi.

Al fine di stimarne gli effetti sulla vitalita cellulare sono state utilizzate
concentrazioni crescenti di tali congeneri, da soli (10-30-100 nM e 1-3-10
uM) o in associazione (100 nM e 1 uM). Inoltre, I’adipogenesi ¢ stata
determinata tramite: la tecnica istologica di colorazione con il Red oil O°
(Ramirez-Zacarias et al., 1992) e la modulazione dell’espressione di una delle
principali proteine coinvolte nel differenziamento adipocitario e nel
mantenimaneto dello stato differenziato della cellula, il PPAR y mediante
analisi Western blot. Infine abbiamo valutato come tali inquinanti modulano
I’espressione di numerosi fattori di trascrizione, coinvolti nella regolazione

della funzione endocrina e metabolica dell’adipocita maturo.
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8. MATERIALI E METODI

8.1 ESPERIMENTI CONDOTTI SUI MACROFAGI MURINI J774A.1
8.1.1 MATERIALI E REAGENTI

2,2'.4,5,5'-pentaclorobifenile (PCB 101), 2,2'4,4',5,5'-esaclorobifenile (PCB
153) e 2,2, 3,4,4',5,5'-eptaclorobifenile (PCB 180) (99% di purezza) sono
stati acquistati dall’Ultra Scientific (Kingstown, RI). Tutti 1 PCB sono stati
sciolti in una soluzione 10 mM di dimetilsolfossido (DMSO). La linea
cellulare J774.A1 di macrofagi murini ¢ stata fornita dall’European
Collection of Animal Cell Cultures (Salisbury, Wiltshire, U.K.). Il siero
fetale bovino (FBS), 1 mezzi di coltura cellulare e 1 suoi supplementi sono
stati acquistati dalla Cambrex Bio Science Verviers (Verviers, Belgium).
L’albumina sierica bovina (BSA), il Bio-rad protein assay, il 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difenil tetrazolio bromuro (MTT), il 4’°,6-diamidino-
2-fenilindolo diidrocloridrato (DAPI), I’enzima DNAse-free RNAse-A,
I’anticorpo anti-GAPDH e la Proteinasi-K sono stati forniti dalla Sigma (St.
Louis, MO, U.S.A.), gli anticorpi anti-Bcl-2 (clone H-5), anti-Bax (clone P-
19) e anti-caspasi 3 (clone H-277) sono stati acquistati dalla Santa Cruz

Biotechnology.
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8.1.2 COLTURE CELLULARI: MACROFAGI MURINI J774.A1

Per questo studio sono stati utilizzati
macrofagi murini della linea cellulare continua
J774.A1 (numero ATTC®: TIB-67™). Le

cellule sono state tenute in coltura in

monostrato in dischi di Petri dalla superficie di
75 ¢cm® (P100), ed incubate a 37°C in atmosfera umidificata con una
pressione parziale di CO, pari al 5%. Il mezzo di coltura completo era
costituito da Dulbecco’s modified Eagle Medium (DMEM) supplementato
con FBS al 10%, penicillina (100 U/ml), streptomicina (100 pg/ml), L-
glutammina (2 mM) e HEPES (25 mM).

In tutti gli esperimenti le cellule sono state staccate meccanicamente,
contate e piastrate. Dopo 4 ore di adesione, le stesse sono state poste in
“starvation” ovvero incubate per due ore con un mezzo al 5% di FBS e
successivamente trattate con i PCB 101, 153 ¢ 180 da soli (1,3 ¢ 10 uM) o
in associazione (1 uM) per 24 ore. La concentrazione di DMSO in ogni
campione ¢ stata dell’1% (v/v), valore che ha consentito 1’ottimale
solubilizzazione dei PCB nelle soluzioni acquose. Per 1 PCB analizzati sono
stati scelti questi valori di concentrazione perché riflettono le concentrazioni
presenti nel siero dopo 1’esposizione ai PCB ed 1 livelli residui nel cibo di

origine animale (Ferrante ef al.; 2010; Jensen, 1989).
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8.1.3 DETERMINAZIONE DELLA  VITALITA CELLULARE:
MACROFAGI MURINI J774.A1

La vitalita cellulare dei macrofagi incubati con 1 diversi PCB ¢ stata valutata
attraverso 1l saggio dell’MTT. Questo sale solubile di tetrazolio, di colore
giallo, viene convertito nella forma insolubile (sale di formazano) di colore
amaranto dalle deidrogenasi mitocondriali delle cellule vitali, per cui la
misura spettrofotometrica dell’assorbanza del campione ¢ funzione della
quota di colorante convertito dalle cellule vive (Mosmann, 1983). La
proporzione delle cellule vitali trattate con 1 PCB veniva paragonata a quella
delle cellule di controllo trattate con il veicolo.

Dopo distaccamento meccanico, le cellule sono state poste in piastre da 96
pozzetti in numero di 3x10%150ul/pozzetto in mezzo completo (DMEM al
10% di FBS). Dopo 24 ore di incubazione con 1 PCB a 37°C, sono stati
aggiunti 25 pl di MTT alla concentrazione di 5 mg/ml in ogni pozzetto;
trascorse 3 ore le cellule sono state lisate con 100 ul di una soluzione lisante
contenente 20% (w/v) di sodio dodecil solfato e 50% (v/v) di
dimetilformamide (pH 4.5). Dopo un’incubazione di 20 ore a 37°C, ¢ stata
misurata la densita ottica dei campioni (ODgjy). La vitalita dei macrofagi in
risposta al trattamento con 1 PCBs, da soli o in associazione, veniva calcolata

come % dl CCHU.IC VIVCZ(OD delle cellule trattate/ OD delle cellule di controllo)XlOO-
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8.1.4 DETERMINAZIONE DELLA FRAMMENTAZIONE DEL DNA
MEDIANTE ELETTROFORESI

L’apoptosi indotta dai PCB ¢ stata determinata mediante frammentazione
del DNA. Le cellule sono state piastrate (1.5x10%piastra) in dischi di Petri
dalla superficie di 28 cm” (P60) e stimolate come gia riportato. Dopo 24 ore
di incubazione, le cellule sono state lavate due volte, staccate
meccanicamente € raccolte in tampone fosfato salino (PBS), centrifugate a
1000 x g per 5 min a 4°C. Il pellet ¢ stato risospeso in 500 pl di lysis buffer
(0.1 mM Nac(Cl, 25 mM EDTA, 10 mM Tris—HCI, pH 8.0, 1% (v/v) Nonidet
P40). I campioni sono stati nuovamente centrifugati a 1000 x g per 5 minuti
a temperatura ambiente. | surnatanti sono stati trattati con I’enzima DNAse-
free RNAse-A (5 mg/ml) in SDS all’1% per 2 ore a 56 °C. Quindi, ¢ stata
aggiunta la proteinasi K ad una concentrazione finale di 10 uM. I campioni
sono stati incubati per 16 ore a 37°C e successivamente sottoposti a
precipitazione con 10 M di ammonio acetato e alcol etilico assoluto (1:6
v/v). Dopo un’ora di incubazione a -80°C, 1 campioni sono stati centrifugati
a 13.400 g per 20 minuti a 4°C. In seguito gli stessi sono stati risospesi in 50
ul di TE (EDTA 1 mM, Tris HCI 10 mM pH 8). I campioni di DNA (5
ng/line) sono stati sottoposti ad elettroforesi per 30 minuti a 100 V su un gel
di agarosio al 2% (w/v), contente 0.5 mg/1 di etidio bromuro. Le bande sono
state visualizzate con un transilluminatore agli UV e trasformate in formato

digitale con il dispositivo Image Quant-800 (Pregi ef al.,2009).
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8.1.5 COLORAZIONE DEI NUCLEI APOPTOTICI MEDIANTE DAPI

Le cellule macrofagiche (3x10°/pozzetto) sono state incubate per 24 ore con
1 PCB da soli (I, 3 ¢ 10 uM) o in associazione (1 uM) in piastre da 24
pozzetti, nelle quali sono stati precedentemente posti dei vetrini dal
diametro di 12 mm. L’induzione dell’apoptosi ¢ stata poi evidenziata e
quantizzata mediante colorazione con il DAPI. Le cellule in apoptosi sono
state identificate grazie alla comparsa dei nuclei picnotici. Per visualizzare
tale fenomeno, 1 vetrini, con le cellule adese, sono stati lavati due volte con
PBS e le cellule sono state fissate per 5 minuti a temperatura ambiente con
la paraformaldeide al 3.7% in PBS. Dopo la fissazione, sono stati eseguiti
due lavaggi con PBS 1X, uno con la glicina allo 0,1% in PBS 1X (per
eliminare I’eccesso di paraformaldeide) e di nuovo due lavaggi con PBS 1X.
Subito dopo le membrane cellulari sono state permeabilizzate per 5 minuti a
temperatura ambiente con 1l Triton X-100 allo 0.05% in PBS. Dopo due
lavaggi con PBS ed uno con H,O millig, ¢ stato aggiunto il DAPI (1 pg/ml)
in PBS. Dopo 20 minuti di incubazione a temperatura ambiente, le cellule
sono state lavate con PBS 1X e due volte con H,O milliq e visualizzate

grazie ad un microscopio confocale a fluorescenza.

8.1.6 STUDIO DEL PROCESSO APOPTOTICO
I1 DNA ipodiploide ¢ stato analizzato, utilizzando la colorazione con propidio

ioduro (PI), mediante citofluorimetria a flusso. In sintesi, le cellule sono state
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incubate con i PCB, da soli (1, 3 e 10 uM) e in associazione (1 uM) per 24
ore. Dopodiché il mezzo di coltura veniva rimosso e la cellule venivano
lavate con PBS e risospese in 500 pL di una soluzione contenente sodio
citrato (0.1% w/v), Triton X-100 (0.1%) e PI (50 pg/mL). Il mezzo di coltura
originario ed il PBS venivano centrifugati e le pellet cellulari venivano unite
con la sospensione cellulare per ottenere tutte le cellule vive e morte per
I’analisi. Dopo un’incubazione a 4°'C per 30 minuti al buio, i nuclei delle
cellule sono stati analizzati con il citometro a flusso Becton Dickinson
FACScan utilizzando il programma CellQuest. I frammenti cellulari sono
stati esclusi dall’analisi aumentando il limite superiore e il contenuto di DNA
dei nuclei ¢ stato registrato su scala logaritmica; quindi ¢ stata calcolata la

percentuale delle cellule presenti nella regione ipodiploide (sub GO/G1).

8.1.7 ANALISI WESTERN BLOT

Dopo 24 ore di incubazione con 1 PCB, le cellule sono state lavate due volte
con PBS freddo, raccolte e risospese in Tris-HC1 (20 mM pH 7.5), NaF (10
mM), NaCl (150 mM), Nonidet P-40 (1%), fenil metil sulfonil fluoruro
(PMSF) 1 mM, Na;VO, 1 mM, leupeptina e Trypsin inhibitor (10 pg/ml).
Dopo 40 minuti di incubazione, sono stati ottenuti i1 lisati cellulari per
centrifugazione a 20.000 x g per 15 minuti a 4°C. La concentrazione

proteica ¢ stata determinata con il Bio-Rad protein assay usando come
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concentrazione nota di riferimento quella dell’albumina sierica bovina
(BSA).

Trenta microgrammi di proteine di lisato cellulare sono stati sciolti nella
soluzione di Laemmli, bolliti per 5 minuti a 95°C e sottoposti ad
elettroforesi su un gel di acrilamide al 15% in presenza di sodio dodecil
solfato (SDS). Le proteine separate sono state poi trasferite dal gel su una
membrana di nitrocellulosa (Protran®, Whatman) mediante un dispositivo di
trasferimento semi-umido (Bio-Rad) ad amperaggio costante di 240 mA per
45 minuti a temperatura ambiente. Il legame aspecifico ¢ stato bloccato
trattando la membrana con PBS al 5% di latte scremato per 40 minuti a
temperatura ambiente. La membrana ¢ stata, quindi, incubata con
I’anticorpo primario in PBS al 5% di latte scremato allo 0.1% di Tween 20
per 2 ore a temperatura ambiente. Sono stati utilizzati gli anticorpi primari
anti-caspasi-3 (1:500), anti-Bax (1:500) o anti-Bcl-2 (1:200). Le membrane,
poi, sono state incubate con un appropriato anticorpo secondario coniugato
alla perossidasi di rafano, (HRP) per 1 ora a temperatura ambiente. Le bande
proteiche sono state visualizzate con il dispositivo Image Quant-800
utilizzando metodiche di chemioluminescenza (ECL-Kit, Amersham).
Western blot per GAPDH ¢ stato eseguito per assicurarsi di un uguale
caricamento dei campioni. Le bande proteiche relative alla caspasi-3 (~17

kDa), a Bax (~23 kDa) e a Bcl-2 (~29 kDa) sono state sottoposte ad analisi
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densitometrica con il dispositivo GS-800 (Bio-Rad Laboratories, Segrate,

Milano, Italia).

8.1.8 ANALISI STATISTICA

I dati sono stati espressi come media+S.E.M.(standard error mean) dei valori
ottenuti nei singoli esperimenti, che sono stati ripetuti almeno tre volte ed
ogni volta con tre o piu osservazioni. Per la valutazione statistica dei
risultati ¢ stata utilizzata 1’analisi della varianza e le comparazioni multiple
sono state effettuate con il test Bonferroni. Un valore di P inferiore a 0.05 ¢

stato considerato significativo.
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8.2 ESPERIMENTI CONDOTTI SUGLI ADIPOCITI MATURI
3T3L1

8.2.1 FIBROBLASTI MURINI 3T3L1 E DIFFERENZIAMENTO
ADIPOGENICO

I  fibroblastti murini  3T3L1, acquistati
dall’European  Collection of Animal Cell

Cultures (Salisbury, Wiltshire, U.K.), vengono

tenuti in coltura in Dulbecco Eagle modificato
(DMEM) al 10% FBS, 100 U/ml di penicillina e 100 pg/ml streptomicina in
fiasche da 75 ¢cm® a 37 °C in atmosfera umidificata al 5% di CO,. La
procedura standard (SP) di differenziamento/adipogenesi ¢ mostrato nella Fig.
10. I preadipociti 3T3L1 vengono piastrati € dopo tre giorni, alla confluenza,
vengono incubati in un mezzo MD I contenente DMEM (10 pg/mL INS,
IBMX 0,5 uM, 10 uM DEX e 10% FBS) per altri due giorni (D 0-2). Il
mezzo ¢ poi cambiato con MD II contenete DMEM (10% FBS con 10 pg/mL

di INS) per altri due giorni (D 2-4). Infine le cellule sono alimentate con MD
IIT contenete DMEM al (10% FBS) per tre giorni (D 4-7) (Madsen et al.,

2003).

8.2.2 DETERMINAZIONE DELLA VITALITA CELLULARE

L attivita citotossica dei PCB 101, 153 e 180 sui preadipociti 3T3L1 ¢ stata

valutata attraverso il saggio di citotossicita con ’MTT. Dopo aver staccato le
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cellule con tripsina, le stesse sono poste in piastre da 96 pozzetti in numero di
8x10°/150ul/pozzetto in mezzo completo (DMEM al 10% di FBS) e
sottoposte al differenziamento adipocitario, come sopra riportato. Al giorno 7
di differenziamento, le cellule sono state incubate in DMEM al 10% di FBS e
trattate con i PCB 101, 153 e 180 da soli (10-30-100 nM e 1-3-10 uM) o in
associazione (100 nM e 1 uM). Dopo 48 ore di incubazione a 37°C sono stati
aggiunti 25 ul di MTT alla concentrazione di 5 mg/ml in ogni pozzetto;
trascorse 3 ore le cellule sono state lisate con 100 ul di una soluzione lisante
(20% di sodio dodecil solfato e 50% di dimetilformamide, pH 4.7). Dopo
un’incubazione di 20 ore a 37°C, la densita ottica dei campioni (ODg,) € stata

confrontata con quella dei controlli.

8.2.3 COLORAZIONE RED OIL O

L’accumulo dei lipidi negli adipociti € stato quantificato mediante colorazione
Red Oil O. Le cellule 3T3L1, adipociti maturi sono state colorate con Red Oil
O come descritto da Ramirez-Zacarias et al. (1992). Brevemente, dopo il
differenziamento dei preadipociti ad adipociti maturi, le cellule vengono
fissate in formalina al 10% per 1 ora e poi lavate con isopropanolo al 60%.
Successivamente le cellule vengono incubate con una soluzione di Red Oil O
(costituita da 6 parti di 0,5% della soluzione madre o 0,5 g in 100 mL di
isopropanolo come descritto da Suryawan e Hu (Suryawan e Hu, 1997) per 30

minuti e lavate con acqua distillata. L’assorbanza era misurata a 510 nm.
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8.2.4 ANALISI WESTERN BLOT

Dopo 24 ore di incubazione, le cellule sono state lavate due volte con PBS
1X freddo, raccolte e risospese in Tris-HCI (20 mM pH 7.5), NaF (10 mM),
NaCl (150 mM), Nonidet P-40 (1%), fenil metil sulfonil fluoruro PMSF 1
mM, Na;VO, 1 mM, leupetina e Trypsin inhibitor (10 pg/ml). Dopo 40
minuti di incubazione, sono stati ottenuti 1 lisati cellulari per centrifugazione
a 20.000 x g per 15 minuti a 4°C. La concentrazione proteica ¢ stata
determinata con il Bio-Rad protein assay usando come concentrazione nota
di riferimento quella dell’albumina sierica bovina (BSA).

Cinquanta microgrammi di proteine di lisato cellulare sono stati sciolti nella
soluzione di Laemmli, bolliti per 5 minuti a 95°C e sottoposti ad elettroforesi
su un gel di acrilamide al 15% in presenza di sodio dodecil solfato (SDS). Le
proteine separate sono state poi trasferite dal gel su una membrana di
nitrocellulosa (Protran®, Whatman) mediante un dispositivo di trasferimento
semi-dry (Bio-Rad) ad amperaggio costante di 240 mA per 45 minuti a
temperatura ambiente. Il legame aspecifico ¢ stato bloccato trattando la
membrana con PBS 1X al 5% di latte scremato per 40 minuti a temperatura
ambiente. La membrana ¢ stata, quindi, incubata con 1’anticorpo primario in
PBS 1X al 5% di latte scremato allo 0.1% di Tween 20 per 2 ore a
temperatura ambiente.

E stato utilizzato 1’ anticorpo primario anti-PPARy (1:1000), anti-PTP1B

(1:500), anti-p-STAT3 (1:500) e anti-STAT3 (1:1000). La membrana, poi, €
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stata incubata con un anticorpo secondario coniugato alla HRP per 1 ora a
temperatura ambiente. Le bande proteiche sono state visualizzate con il
dispositivo Image Quant-800 utilizzando metodiche di chemioluminescenza
(ECL-Kit, Amersham). Western blot per B-actina (in lisati cellulari) ¢ stato
eseguito per assicurarsi di un uguale caricamento dei campioni.

Le bande proteiche relative al PPAR y (~75 kDa), PTP1B (~50 kDa), p-
STAT3 (~86 kDa) e STAT3 (~79 kDa), sono state sottoposte ad analisi
densitometrica con il dispositivo GS-800 (Bio-Rad Laboratories, Segrate,
Milano, Italia).

8.2.5 ANALISI REVERSE TRANSCRIPTION-POLYMERASE CHAIN
REACTION (RT-PCR)

L’RNA totale ¢ stato estratto dagli adipociti maturi, con un metodo modificato
di Chomczynski & Sacchi (1987), con Trizol Reagent (Life Technologies). La
trascrizione inversa (RT) ¢ stata effettuata con una procedura standard
(Brenner et al., 1989) utilizzando 2.5 ug di RNA totale. Dopo la conversione
di RNA in DNA, 2 pl di RT sono stati diluiti con 48 pl di soluzione per PCR,
composta da 1U/ml di Taq DNA polymerase (TaKaRa Ex Taq™), 0.2 uM di
5" and 3' primers, 0.2 mM di ogni deossiribonucleotide trifosfato (ANTP), 1.5
mM MgCl2, e IxPCR buffer 20 mM Tris—HCIl (pH 8.4), 50 mM KCI. I
primers per PCR sono stati sintetizzati da EUROGENTEC Explera s.r.l
(Ancona, Italia) e sono riportati in Tabella 3. Il profilo di amplificazione ¢

stato: denaturazione a 94°C per 1 min per la leptina, ObRb, AdipoRI,
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AdipoR2, IL-6, IL-10 ¢ TNFo mentre a 94° per 15 sec per I’ACRP30. Le
temperature di annealing per ciascun primer sono riportate in Tabella 3 ed
estensione a 72°C per 1 minuto. L’amplificazione ¢ stata effettuata in un
termociclizzatore automatico (Biometra, Germania). Per assicurarsi che la
PCR fosse stata svolta nell’intervallo di amplificazione lineare, 1 campioni
sono stati amplificati per 15, 20, 25, 30, 35, e 40 cicli, mostrando che la
reazione risulta lineare fino ai 40 cicli. Successivamente 20 pl di amplificato
RT-PCR sono stati sottoposti ad elettroforesi su gel di agarosio all’1-2% in
TBE 1x (0.089 M Tris base, 0.089 M acido borico) contenente 0.2 pug/ml di
bromuro di etidio. I frammenti di DNA amplificati sono stati evidenziati agli
UV utilizzando 1’apparecchio Imagequant 400 (GE Health Care) e analizzati
densitometricamente con un modello GS-700 (imaging densitometer; Bio-Rad

Laboratories). La GAPDH ¢ stata utilizzata come controllo interno.
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Target gene Forward (5°—3°) Reverse (3°—5°) Bp Tm °C
Leptina GATGACACCAAAA- TCAAGGCCACCACCTC- 352 56
CCCTCATCAAG TGTGGAGTAG
ObRb GATATTTGGTCCTCTT- AGTTGTGGTGAAA- 437 46
CTTCTGGAG TCACATTGG
ACRP30 ACAGCTCACTTATGG- AAACAGTGATGAAG- 120 58
TCGTGCC CCTGCTCG
AdipoR1 ACGTTGGAGAGTCA- GCATCGTCAAGATTCCC- 199 48
TCCCGTATG AGAAAGAG
AdipoR2 CCCTCTGCAAGAGAA- TTAGCCAGCCTATC- 412 45
AGTGGT TGCCCTA
IL-6 CTGGTGACAACCACGG- ATGCTTAGGCATAACGCA- 599 50
CCTTCCCTA CTAGGTT
TNFa GGCAGGTCTACTTTGGAG- ACATTCGAGGCTCCAGTG 307 52
TCATTGC AATTCGG
IL-10 TTACCTGGTAGAAGTGATG- TCCAAGGAGTTGCTCCCG 358 60
CcCccc TTAG
GAPDH GGCACAGTCAAGGCTG- ATGGTGGTGAAGACGC- 142
AGAATG CAGTA

8.2.6 ANALISI STATISTICA

I dati sono stati espressi come media+S.E.M. (standard error mean) dei
valori ottenuti nei singoli esperimenti, che sono stati ripetuti almeno tre
volte ed ogni volta con tre o piu osservazioni. Per la valutazione statistica
dei risultati ¢ stata utilizzata 1’analisi della varianza e le comparazioni

multiple sono state effettuate con il test Bonferroni. Un valore di P inferiore

a 0.05 ¢ stato considerato significativo.
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9. RISULTATI

9.1 ESPERIMENTI CONDOTTI SUI MACROFAGI J774A.1

9.1.1 EFFETTI DEI PCB SULLA VITALITA CELLULARE

Tutti 1 PCB analizzati inducono una diminuzione della vitalita cellulare in
modo concentrazione-dipendente (Fig. 12). Tale effetto ¢ altamente
significativo alla concentrazione piu alta tra quelle utilizzate (p<0.001);
inoltre, alla concentrazione di 3 uM sia il PCB 101 sia il PCB180 mostrano
un effetto citotossico statisticamente significativo (rispettivamente con p<0.01

e p<0.001).

Vitalita %

1 3 10 1 3 10 1 3 10 M
PCE 101 PCE 153 PCB 180

Figura.12: Effetto dei PCB 101, 153 e 180 sulla vitalita cellulare

Per discriminare tra un eventuale effetto sinergico o additivo sulla vitalita
cellulare nel caso dei PCB in associazione, le cellule sono state incubate con 1
PCB alla concentrazione non citotossica (1 puM). Comunque siano stati
associati: a due a due (il PCB 101 con il PCB 153, il PCB 101 con il PCB
180, il PCB 153 con il PCB 180) o tutti e tre insieme, si ¢ registrata una
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riduzione significativa della vitalita cellulare (p<0.001, Fig. 13) rispetto al

controllo (100% di vitalita).
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Figura 13: Effetto dei PCB in associazione sulla vitalita cellulare

9.1.2 INDUZIONE DELL’APOPTOSI NELLE CELLULE J774A.1

Per determinare se 1’effetto citotossico dei PCB fosse associato all’apoptosi,
dopo 24 ore di esposizione a tali composti, dalle cellule J774A.1 ¢ stato
estratto il DNA e sottoposto ad elettroforesi su un gel di agarosio. E stata
rilevata la frammentazione del DNA, fenomeno peculiare dell’apoptosi, come
¢ illustrato nella Fig. 14.

I1 PCB 101 danneggia di meno il DNA, mentre il PCB 153 e il PCB 180
mostrano un chiaro effetto apoptotico, che si palesa alle concentrazioni piu
alte tra quelle usate (3 e 10 uM).

Inoltre ¢ stato rilevato un aumento del danno al DNA sia quando le cellule
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macrofagiche sono state stimolate con tutti e tre 1 PCB sia quando sono
trattate con 1 PCB associati a due a due, anche a dosi alle quali da soli erano

scarsamente tossici.

PCB101[uM] - - 1 3 10 - - - - - :
PCB153[WM] - - - - - 1310 - - - - 1 1 1
PCB180[WM] - - - - - - - - 1 310 1 1 - 1

Base Pairs

2036
1636

1018

Figura 14: Frammentazione del DNA

L’induzione dell’apoptosi ¢ stata, inoltre, valutata mediante colorazione con il
DAPI (Fig. 15). Dopo 24 ore di incubazione con i PCB, le cellule in apoptosi
sono state identificate grazie alla comparsa di nuclei picnotici. Le immagini
riportate in Figura 15 mostrano 1 corpi apoptotici (nuclei frammentati e
condensati) delle cellule macrofagiche trattate con i1 PCB da soli o in
associazione. Il PCB 101 induce la formazione dei corpi apoptotici alla
concentrazione piu alta tra quelle utilizzate (10 uM), mentre per il PCB 153
gli stessi si presentano gia alla concentrazione intermedia di 3 uM. Per il
congenere PCB 180 1 corpi apoptotici sono stati visualizzati alla
concentrazione piu bassa (1 uM), per cui tale congenere ¢ risultato essere il

piu citotossico.

83



Infine 1 corpi apoptotici si sono formati anche quando i PCB sono stati

associati a due a due o tutti e tre insieme alla concentrazione non citotossica

(1 uM).

CON+DMSO 1% PCB 101 (1 uM) PCB 101 (3 uM) PCB 101 10 uM
. .
CON+DMSO 1% PCB 153 1 uM PCB 153 3 M PCB 153 10 uM
. .
CON+DMSO 1% PCB 180 1 uM PCB 180 3 UM PCB 180 10 uM
. .
PCB 153+101 PCB 180+101 PCB 180+153 PCB 180+101+153

Figura 15: Colorazione dei corpi apoptotici con il DAPI
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9.1.3 COLORAZIONE DEI NUCLEI IPODIPLOIDI CON PI

Per 1dentificare il meccanismo che media I’effetto antiproliferativo dei PCB
nelle cellule macrofagiche ¢ stata effettuata un’analisi citofluorimetrica
incubando le stesse con i PCB da soli o in associazione. L’apoptosi ¢ stata
quantificata con un’analisi citofluorimetrica mediante colorazione dei nuclei
ipodiploidi con propidio ioduro (PI) (Fig. 16). I risultati ottenuti dimostrano
che tutti 1 PCB analizzati inducono I’apoptosi nelle cellule J774A.1 in
maniera concentrazione-dipendente e per ogni concentrazione saggiata (P<
0.01 o P< 0.001 vs. il controllo). Da notare ¢ il marcato aumento dell’attivita
proapoptotica che si ¢ evidenziato quando 1 PCB sono stati associati, a due a

due o tutti e tre insieme, alla concentrazione piu bassa.
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Figura 16: Percentuale dei nuclei ipodiploidi con PI
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9.1.4 MODULAZIONE DELL’ESPRESSIONE DELLA CASPASI-3, DI
BAX E DI BCL-2

Poich¢ I’attivazione della caspasi-3 ¢ un segnale precoce e necessario per il
fenomeno dell’apoptosi, ¢ stato determinato D’effetto dei PCB su questa
proteina. La caspasi-3 € poco espressa nelle cellule di controllo, mentre 1 PCB
(1, 3 e 10 uM) ne aumentano [’espressione in maniera concentrazione
dipendente (Fig. 17).
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Figura 17: Effetto dei singoli PCB sull’espressione della caspasi-3

Come ¢ mostrato nella Fig.18 si ha un aumento significativo dell’espressione

della caspasi-3 quando le cellule sono stimolate con i PCB diversamente



associati a due a due alla concentrazione non citotossica o con la stimolazione

congiunta dei tre PCB in esame.

CON PCB101+180 PCB153+180 PCB 153+101 PCB 101+153+180

—— —
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Figura 18: Effetto dei PCB in associazione sull espressione della caspasi-3

Abbiamo altresi valutato la modulazione dell’espressione di due proteine:
Bcl-2 e Bax, rispettivamente [’una anti-apoptotica 1’altra pro-apoptotica.
Come mostrato nella Fig. 19, I’esposizione dei macrofagi ai PCB 101, 153 ¢
180 alle concentrazioni di 1, 3 ¢ 10 uM determina una diminuzione
dell’espressione di Bcl-2 e un aumento dell’espressione di Bax rispetto alle

cellule di controllo non trattate. L’analisi densitometrica delle bande proteiche
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ha evidenziato una riduzione significativa del ratio Bcl-2/Bax (P<0.001), che,

nelle cellule trattate con 1 PCB 153 e 180 ¢ concentrazione dipendente.
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Figura 19: Effetto dei PCB singoli sul rapporto di Bcl-2/Bax

Come atteso, I’espressione di Bcl-2, nota proteina anti-apoptotica, diminuisce

in modo significativo nelle cellule trattate con le associazioni dei PCB a due a

due o con tutti e tre 1 PCB (Fig. 20).
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Figura 20: Effetto dei PCB in associazione sull espressione di Bcl-2
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9.2 ESPERIMENTI CONDOTTI SUGLI ADIPOCITI MATURI
3T3L1

9.2.1 PROTOCOLLO DI DIFFERENZIAMENTO PO

Nella Fig. 21 ¢ riportato il protocollo utilizzato per indurre il differenziamento
dei preadipociti ad adipociti maturi. I fibroblasti murini 3T3-L1 sono coltivati
alla confluenza (CF). Dopo tre giorni, quando le cellule appaiono confluenti
(ID 0), sono incubate con un mezzo di induzione al differenziamento
composto da desametasone (Dex, 10 uM), isobultimetilxantina (IBMX, 0.5
mM), insulina (Ins, 10 pg/mL) e FBS al 10% (Neal JW & Clipstone NA,
2002.). Dopo 2 giorni (ID 2) le cellule sono incubate con il mezzo contenente
solo insulina 10 pg/mL e FBS al 10% per altri 2 giorni (ID 4). Al giorno ID 4
le cellule vengono incubate solo con DMEM al 10% FBS per ulteriori 3
giorni (ID 7). Alla fine del trattamento le cellule, differenziate in adipociti,

vengono utilizzate per 1 diversi esperimenti.

IBME 05M
CF DEX 10mM

NS 10mg/mL INS10mg/mL DMEM (10% FBS
EEE———  (E——

1D 2D D

Figura 21: Protocollo di differenziamento adipocitario
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9.2.2 PROTOCOLLO DI TRATTAMENTO P4

Gli effetti dei PCB sugli adipociti maturi sono stati valutati secondo un
protocollo definito P4. Le cellule 3T3L1 indifferenziate sono trattate come da
protocollo P0. Successivamente, al giorno ID 7 le cellule, ormai differenziate
ad adipociti maturi, erano incubate con i diversi PCB, da soli o in
associazione, alla concentrazione di 1 uM per 48 ore (fino al giorno ID 9)

(Fig. 22).

IBMX 05M
CF DEX 10mM

INS  10mg/ml. INS 10 mg/mL DMEM (10% FBS)

Figura 22: Protocollo di trattamento per gli adipociti maturi (P4)

9.2.3 EFFETTI DEI PCB SULLA VITALITA CELLULARE

La valutazione della vitalita cellulare ¢ stata eseguita mediante saggio di
vitalita cellulare (MTT assay). I PCB 101, 153 e 180, da soli, alle
concentrazioni utilizzate 10-30-100 nM (Fig. 23 A) e 1-3-10 uM (Fig. 23 B)
non inducono una modificazione significativa della vitalita cellulare rispetto
al controllo posto come 100%.

Le densita ottiche (ODgy) delle cellule trattate con i PCB sono state

comparate con le ODg,, del controllo, dove le cellule avevano ricevuto solo il
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veicolo. I wvalori percentuali sono valutati come mediaxSEM di tre

esperimenti indipendenti.
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Figura 23: Effetto dei PCB 101, 153 e 180 sulla vitalita cellulare. I valori percentuali sono
valutati come media=SEM di tre esperimenti indipendenti.

Inoltre, per discriminare fra un eventuale effetto sinergico o additivo sulla
vitalita cellulare nel caso dei PCB in associazione, le cellule sono state
incubate con i PCB in associazione a due a due o tutti e tre insieme alle
concentrazioni di 100 nM (Fig. 24 A) e 1 uM (Fig. 24 B). Comunque siano
stati associati non si ¢ registrata una riduzione significativa della vitalita

cellulare.
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Figura 24: Effetto dei PCB in associazione sulla vitalita cellulare. Le densita ottiche (OD
620) delle cellule trattate con i PCB sono comparate con le OD del controllo, dove le
cellule hanno ricevuto solo il veicolo. I valori percentuali sono valutati come mediatSEM
di tre esperimenti indipendenti.

9.2.4 EFFETTI DEI PCB SULL’ACCUMULO LIPIDICO

I PCB si accumulano nel tessuto adiposo a causa della loro elevata lipofilia. In
particolare, i1 PCB 153 ¢ uno degli inquinanti maggiormente rilevati
nell’uomo. Cio porta a supporre che tali composti possano avere effetti sulla
funzione e sul rilascio di ormoni dal tessuto adiposo. Per tale motivo, in prima

analisi, abbiamo esaminato se 1’esposizione ai PCB da soli o in associazione
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(1 uM), avesse effetti sull’accumulo lipidico mediante una tecnica istologica:
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[ ]
= 1.0-
@€
5 0.5
=]
=1
u.u L] L] L] L] L]
PCB 101 - + + - + (1uM)
PCB 153 - + - -+ + 5'1 pl‘u"lg
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Figura 25: Effetto dei PCB 101, 153 e 180 da soli (A) e in associazione (B) sull’accumulo
lipidico. Le densita ottiche (ODs ;) delle cellule trattate con i PCB sono comparate con le
OD del controllo, dove le cellule hanno ricevuto solo il veicolo. I valori delle ODs;y sono
valutati come media=SEM di tre esperimenti indipendenti.

I dati ottenuti mostrano che i PCB da soli o in associazione alla
concentrazione non citotossica non inducono una variazione significativa del
contenuto lipidico degli adipociti maturi trattati secondo il protocollo P4 (Fig.
25 A e B) anche se si evidenzia un trend di aumento nel caso della triplice

associazione.
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9.2.5 MODULAZIONE DELL’ESPRESSIONE DEL PPAR vy

Il differenziamento adipogenico ¢ un processo ben organizzato, che avviene in
diverse fasi, coinvolgendo il blocco dell'espansione clonale mitotica e la
trascrizione di numerosi fattori genici responsabili dei cambiamenti
morfologici, biochimici e fisiologici che contribuiscono alla maturazione
dell’adipocita (Rosen et al., 2006; Farmer, 2008; Lefterova et al., 2009). Per
tale motivo abbiamo valutato, mediante analisi Western Blot, se I’esposizione
ai PCB 101, 153 e 180, da soli o in associazione, fosse capace di modulare
I’espressione del piu importante fattore di trascrizione coinvolto
nell’adipogenesi e nel mantenimento dello stato differenziato, il PPAR .

E noto che i recettori nucleari, a cui appartiene il PPAR v, agiscono anche
come sensori lipidici, regolando 1’espressione di geni fondamentali per la
regolazione del metabolismo energetico.

In particolare, il PPAR v ¢ stato identificato come un regolatore trascrizionale
chiave coinvolto sia nel metabolismo energetico che nutrizionale (Wang,
2010; Kawai e Rosen, 2010).

In Fig. 26 ¢ riportato ’effetto de1 PCB (1 uM), da soli (Fig. 26 A) e in
associazione (Fig. 26 B), sull’espressione del PPAR vy. Dai nostri grafici si
evince che D’esposizione a tali sostanze non induce una modificazione
significativa dell’espressione del PPAR vy negli adipociti maturi, anche se un

trend di riduzione ¢ riscontrato nelle diverse associazioni.
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Figura 26: Espressione ed analisi densitometrica del PPARy mediante analisi Western
Blot. Protocollo di trattamento P4. Le cellule 3T3L1 vengono trattate con i PCB 101, 153
e 180, da soli (A) e in associazione (B) (I uM) per 48 ore. L’espressione della [-actina e
utilizzata come riferimento. 1 valori ottenuti sono valutati come media=SEM di tre
esperimenti indipendenti.
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9.2.6 EFFETTI DEI PCB SULLA FUNZIONE DEGLI ADIPOCITI
MATURI

Per meglio comprendere gli effetti dei PCB non diossino-simili in esame sulle
funzioni adipocitarie, abbiamo indagato come tali congeneri potessero
modulare la trascrizione di importanti adipochine secrete quali: la leptina e
I’isoforma attiva del suo recettore ObRb, ’adiponectina, i rispettivi recettori
AdipoR1 e AdipoR2 e quelle di proteine coinvolte nel signaling della leptina,
la cui espressione risulta alterata in caso di resistenza all’ormone quali PTP1B
e STAT3 e pSTAT3. Sono state esaminate anche la modulazione di citochine
pro- e anti-inflammatorie [’interleuchina-6 (IL-6); il fattore di necrosi

tumorale o (TNFa) e I’interleuchina-10 (IL-10).

9.2.7 LEPTINA E SUO RECETTORE ObRb

L’iperleptinemia, che caratterizza la grande maggioranza degli obesi, sembra
avere un ruolo proaterogeno contribuendo all’insulino-resistenza, alterando la
funzione endoteliale, favorendo I’aggregazione piastrinica ¢ la trombosi
arteriosa (Mertens et al., 2006). Per tale motivo abbiamo investigato 1’effetto
di tali inquinanti sull’espressione della leptina e del suo recettore ObRb negli
adipociti matutri. Come da protocollo P4, quando gli adipociti maturi sono
trattati con 1 PCB, da soli (1 uM), si assiste ad un trend di aumento della

trascrizione del gene della leptina. In particolare, tale aumento ¢ significativo

(p<0.05) quando le cellule sono trattate con il PCB 153 (Fig. 27 A). Alle
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stesse condizioni sperimentali non si assiste ad una modificazione della

trascrizione dell’mRNA per il suo recettore ObRb (Fig. 27 B).
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Figura 27: Effetti dei PCB 101,153 e 180 da soli alla concentrazione di 1 uM sulla
trascrizione della leptina (A) (*p<0.05 vs CON+DMSO 0,1%) e del suo recettore ObRb
(B) del suo recettore ObRb. L’espressione della GAPDH e utilizzata come riferimento. |
valori ottenuti sono valutati come media=SEM di tre esperimenti.



Inoltre, come mostrato in Fig. 28 A, quando 1 PCB sono associati si osserva
un aumento dell’espressione della leptina in particolare quando si associa il
PCB 153 con il 180.

I grafici in Fig. 28 B mostrano una riduzione significativa (**p<0.001 vs
CON+DMSO 0,1%;,*p<0.05 vs CON+DMSO 0,1%) dell’espressione
dell’isoforma del recettore della leptina, ObRb, che risulta essere
particolarmente significativo quando si associava il PCB 101 con il 153

(p<0.001) e il PCB 101 con il PCB 180 (p<0.05).

) PCB PCB PCB PCB
CON+DMSO 1014153 101+180 153+180  101+153+180
0,1% 1 M 1 uM 1 M 1 uM

LEPTINA

— - e — — — — G — — — — — — 325bp

GADPH

---------_--—-— 142 bp

1.54 A
1
—I— '_:::::::: T
5 10 S
< T Statatess
-(D-. OSSO S
S 0.5- B
0-0 Ll T T _:l: T
PCB 101 - - + - + (TpM)
PCB 153 - + - + + (1uM)
PCB 180 - - + + + (1uM)

99



CON+ PCB PCB PCB PCB

DMSO 101+153 101+1801 153+180 101+153+180
0,1% 1M M 1 uM 1 uM
- . ——— Ob-Rb
= e o
i o A Al GAPDH
142 bp

2.59 B

204 [

1.54

1.0 T

0.5+

ObRb/GAPDH

0.0 T
PCB 101 -
PCB 153 - + -
PCB 180 - - -

Figura 28: Effetti dei PCB 101,153 e 180 in associazione alla concentrazione di 1 uM
sulla trascrizione della leptina (A) e del suo recettore ObRb (B) (**p<0.001 vs
CON+DMSO 0,1%;,*p<0.05 vs CON+DMSO 0,1%); L’espressione della GAPDH e
utilizzata come riferimento. 1 valori ottenuti sono valutati come media£SEM di tre
esperimenti indipendenti.

9.2.8 LEPTINO-RESISTENZA

Per definire 1’effetto dei PCB in associazione sulla leptino-resistenza che si
instaura negli adipociti ¢ stata valutata, in prima analisi, I’espressione della
proteina PTP1B (Fig. 29), regolatore negativo del signaling della leptina. Tale
fosfatasi defosforila la chinasi JAK2, che interviene nella via di trasduzione
del segnale del recettore della leptina, riducendo la sensibilita cellulare e/o

tissutale all'ormone.
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Dai nostri dati si evince che 1’espressione di tale inibitore del signaling risulta
aumentata da tutti 1 PCB, in particolare tale modificazione risulta significativa
nelle associazioni (PCB 153+180) e quando sono tutti e tre insieme (p<0.05).
Successivamente abbiamo valutato la via di trasduzione del segnale
intracellulare JAK/STAT, che ¢ maggiormente attivata dal legane ormone al
recettore Ob-Rb. Infatti una volta attivato, 1l recettore dimerizza con
conseguente attivazione di JAK, che fosforila entrambi 1 monomeri del
recettore Ob-Rb. Tale fosforilazione crea nel recettore siti di legame per le
proteine STAT, anch’esse fosforilate dalle proteine JAK.

I dimeri di STAT fosforilati, a questo punto, lasciano il recettore e si legano a
sequenze specifiche del DNA promuovendo la trascrizione di diversi geni
target coinvolti nell’incremento del “feeding®, in particolare NPY, CRH e
POMC.

In Fig. 30 ¢ mostrato 1’effetto dei PCB sulla via di trasduzione del segnale di
STAT 3. Come si puo osservare, I’espressione di pSTAT 3 risulta diminuita e
quella di STAT 3 aumentata rispetto alle cellule di controllo che hanno
ricevuto il solo veicolo. L’analisi densitometrica delle bande proteiche ha
evidenziato una riduzione significativa della ratio pSTAT3/STAT3 (p<0.05)

nelle cellule trattate con 1 PCB 1n associazione.
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Figura 29: Espressione ed analisi densitometrica del PTP1B mediante analisi Western
Blot. Protocollo di trattamento P4. Le cellule 3T3L1 vengono trattate con i PCB 101, 153
e 180 in associazione (1 uM) per 48 ore (p<0.05). L’espressione della [-actina é utilizzata

come riferimento. I valori ottenuti sono valutati come media=SEM di tre esperimenti
indipendenti.
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Figura 30: Espressione ed analisi densitometrica della ratio pSTAT3/STAT3 mediante
analisi Western Blot. Protocollo di trattamento P4. Le cellule 3T3L1 vengono trattate con i
PCB 101, 153 e 180 in associazione (1 uM) per 48 ore (p<0.05). L’espressione della [5-
actina e utilizzata come riferimento. I valori ottenuti sono valutati come media+=SEM di tre
esperimenti indipendenti.
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9.2.9 ADIPONECTINA E SUOI RECETTORI ADIPOR1 E ADIPOR2
Alcuni studi riportano che 1 livelli di mRNA della adiponectina (ACRP30)
sono fortemente aumentati durante il differenziamento degli adipociti (Hu et
al., 1996; Scherer et al., 1995), sono abbondanti nel siero normale e, in vitro,
la sua secrezione ¢ aumentata dall‘insulina (Scherer et al., 1995).
Inversamente, 1 livelli di mRNA delle adipochine risultano significativamente
ridotti nel WAT derivato da topi e uomini obesi (Hu et al., 1996). Inoltre, nei
soggetti obesi, le concentrazioni plasmatiche di adiponectina sono
notevolmente piu basse rispetto a quelle rilevate nei soggetti magri (Arita et
al.,1999), suggerendo che questo fattore, secreto dagli adipociti, giochi un
ruolo fondamentale nella regolazione del bilancio energetico.

Il grafico im Fig. 31 A mostra I’effetto der PCB sulla trascrizione
dell’ACRP30. Dai nostri dati si osserva che tali composti non inducono un
aumento della trascrizione di tale gene, sebbene quando gli adipociti maturi
sono trattati con il congenere 101 si assiste ad un aumento dell’espressione di
tale adipochina. I dati in Fig. 31 B mostrano I’effetto sulla trascrizione
dell’adiponectina quando si associano 1 vari PCB in esame alla
concentrazione complessiva di 1 uM. In tutti 1 casi analizzati si osserva un
aumento molto significativo (p<0.001) sulla trascrizione dell’ACRP30,

suggerendo che tali congeneri agiscano con un meccanismo sinergico.
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Figura 31: Effetti dei PCB, da soli (A) e in associazione (B), alla concentrazione di 1 uM,

sulla trascrizione del gene della Adiponectina (***p<0.001 vs CON+DMSO 0,1%).
L’espressione della GAPDH e utilizzata come riferimento. I valori ottenuti sono valutati
come media+SEM di tre esperimenti.
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Successivamente, abbiamo valutato se 1’esposizione a tali inquinanti avesse
effetti sull’espressione dei recettori per ACRP30, AdipoR1 e AdipoR2.

Come mostrato in Fig. 32, nelle condizioni sperimentali scelte, non si assiste
ad una modificazione significativa della trascrizione dell’mRNA per il
recettori AdipoR1 sia quando le cellule sono trattate con 1 PCB da soli (Fig.

32 A) sia quando in associazione (Fig.32 B).
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Figura 32. Effetti dei PCB, da soli () e in associazione (B), alla concentrazione di 1 uM,
sulla trascrizione dei geni ADIPORI. L’espressione della GAPDH e utilizzata come
riferimento. I valori ottenuti sono valutati come media=SEM di tre esperimenti.
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I PCB 101, 153 e 180, sia da soli sia in associazione, inducono, invece un
leggero trend di diminuzione della trascrizione del’mRNA dell’AdipoR2

come mostrato in Fig. 33 A e B.
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Figura 33: Effetti dei PCB da soli e in associazine, alla concentrazione di 1 uM, sulla
trascrizione del gene ADIPOR?. L’espressione della GAPDH e utilizzata come riferimento.
1 valori ottenuti sono valutati come mediatSEM di tre esperimenti.
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9.2.10 EFFETTI DEI PCB SULLA TRASCRIZIONE DELLE CITOCHINE
IL-6, TNFa E IL-10

Numerosi studi hanno dimostrato che il tessuto adiposo ¢ il maggiore
compartimento di storage energetico ed ¢ riconosciuto come il maggior
organo endocrino secernente numerose molecole bioattive e citochine quali
IL-6, TNFa e IL-10 (Lago et al., 2007a; Lago et al., 2007b). 1l profilo di
secrezione di tali molecole risulta alterato nell’obesita, con conseguente
modulazione dei processi inflammatori che sottendono la fisiopatologia dei
disordini metabolici e cardiovascolari legati all’obesita. Per tale motivo
abbiamo indagato come il trattamento degli adipociti maturi con 1 PCB 101,
153 e 180 moduli ’espressione di tali citochine.

E noto che esista una correlazione positiva tra 1’incremento dei livelli
circolanti di IL-6, quelli secreti dagli adipociti e 1’insulino-resistenza nei
soggetti obesi (Vozarova et al., 2001). Infatti 1I’'IL-6 pud contribuire
all’insulino-resistenza mediante la gluconeogenesi e impoverendo il signaling
del recettore dell’insulina nel fegato. Numerosi dati, infine, mostrano che
I’adiponectina e IL-6 hanno ruoli opposti sulla modulazione dell’insulino
sensibilita.

I grafici riportati in Fig. 34 A e B mostrano 1’effetto dei PCB 101, 153 e 180,
da soli o in associazione rispettivamente, sulla trascrizione dell’mRNA
dell’IL-6. 1 nostri dati mostrano che i PCB inducono un aumento

dell’espressione di tale citochina pro-inflammatoria sia quando gli adipociti
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sono trattati sia con i PCB da soli che in associazione. In particolare,
I’aumento della trascrizione risulta significativo (p<0.05) quando si associano

tutti e tre 1 PCB.
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Figura 34: Effetti dei PCB,da soli (A) e in associazione (B), alla concentrazione di 1 uM,
sulla trascrizione del gene dell’IL-6 (*p<0.05 vs CON+DMSO 0,1%). L espressione della
GAPDH é utilizzata come riferimento. I valori ottenuti sono valutati come mediatSEM di
tre esperimenti.
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Il fattore di necrosi tumorale o ¢ prodotto in grandi quantitd nei soggetti
obesi, in quanto regola la funzione e il numero degli adipociti (Dandona et al.,
1996). Il TNFa induce insulino-resistenza negli adipociti mediante lipolisi,
dato che l’insulina ha primariamente un’azione anti-lipolitica in queste
cellule. Se I’insulino-resistenza indotta dal TNFa sia causata semplicemente
da un effetto metabolico dell’insulina non ¢ noto (Prins e O’Rabhilly, 1997).

Dai nostri dati si evince che i PCB da soli non inducono una variazione
dell’espressione del TNFa rispetto al controllo dove le cellule hanno ricevuto
solo il veicolo (Fig. 35 A). Di contro quando 1 PCB si associano alla
concentrazione complessiva di 1 uM si osserva un aumento della trascrizione

di tale citochina pro-infiammatoria.
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Figura 35: Effetti dei PCB,da soli (A) e in associazione (B), alla concentrazione di 1 uM,
sulla trascrizione del gene del TNFa. L’espressione della GAPDH é utilizzata come
riferimento. I valori ottenuti sono valutati come media=SEM di tre esperimenti.

Infine, abbiamo valutato la trascrizione della citochina anti-infiammatoria IL-
10, in quanto capace di inibire la produzione di diverse citochine quali il
TNFa, I'IL-1p e I’IL-6, in vari tipi di cellule e di automodularsi (Yamaoka et
al., 1999; Malefyt, 1999). Inoltre inibisce la generazione di specie reattive
dell'ossigeno e aumenta il rilascio di recettori del TNFa, di cui ne pud
antagonizzare gli effetti (Nozaki et al.,1998).

In Fig. 36 ¢ riportato 1’effeto dei PCB da soli (Fig. 36 A) e in associazione
(Fig. 36 B). Si osserva una leggera diminuzione dell’espressione di tale

citochina quando gli adipociti maturi sono trattati con il PCB 180. Di contro,

110



quando si associano i diversi PCB si evidenzia un trend di aumento della

trascrizione del’mRNA dell’IL-10.
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Figura 36: Effetti dei PCB, da soli (A) e in associazione (B), alla concentrazione di 1 uM,
sulla trascrizione del gene dell’IL-10. L’espressione della GAPDH e utilizzata come
riferimento. I valori ottenuti sono valutati come mediatSEM di tre esperimenti.
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10. DISCUSSIONE

In letteratura sono riportati solo pochi studi riguardanti 1’attivita
immunosoppressiva dei PCB, che utilizzano modelli sperimentali in vitro.
Questo studio dimostra che 1 PCB inducono, in maniera concentrazione-
dipendente, una diminuzione della vitalita delle cellule macrofagiche J774.
E’ stato evidenziato, inoltre, che la composizione chimica e, in particolare, il
grado di clorurazione influenzano la capacita di tali composti di indurre la
morte cellulare. Nello specifico, 1 PCB penta ed esa-clorurati
(rispettivamente 1l 101 e il 153) sono risultati meno attivi di quelli epta-
clorurati (come il PCB 180).

I nostri dati evidenziano, inoltre, che quando 1 PCB sono associati a due a
due o tutti in combinazione si ottiene un effetto sinergico che induce un
aumento significativo della morte cellulare ad una concentrazione alla quale,
usate singolarmente, le sostanze risultano inattive. In particolare, il
sinergismo ¢ massimo quando il PCB 101 ¢ associato al PCB 180 mentre
quando sono associati tutti ¢ tre i PCB analizzati si evidenzia un ulteriore
incremento dell’effetto apoptotico. Dai nostri dati, inoltre, si osserva che il
congenere penta-clorurato ¢ quello che contribuisce meno all’azione
citotossica.

Le cellule vanno incontro a morte mediante due principali meccanismi:
I’apoptosi o la necrosi. Sebbene 1’apoptosi e la necrosi siano generalmente

considerate due processi distinti di morte cellulare, molti studi, riportati in
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letteratura, hanno dimostrato che, in realta, sono influenzati in piu punti
dagli stessi intermedi biochimici, inclusi fattori di morte cellulare, specie
reattive dell’ossigeno ed inquinanti ambientali (Voie e Fonnum, 2000).

Per discriminare tra 1’effetto apoptotico o di necrosi sulla morte cellulare,
abbiamo analizzato il pathway della via intrinseca.

Le proteasi della famiglia delle caspasi sono le principali componenti del
pathway apoptotico. In particolare, la caspasi-3 (enzima attivo) ¢ una
proteina citosolica sintetizzata a partire da un precursore inattivo (la
procaspasi-3), sia quando ¢ attivata la via intrinseca che quella estrinseca.
L’attivazione della caspasi-3 ¢ il primo segnale che innesca 1’apoptosi che
poi prosegue in modo irreversibile.

Questo studio dimostra che 1 PCB analizzati inducono in modo significativo
I’apoptosi proprio attivando le caspasi. L’aumento dell’attivita della caspasi-
3 ¢ stato correlato ad una diminuzione dell’espressione della procaspasi-3
valutata tramite un’analisi di immunoblot in cui si € utilizzato un anticorpo
specifico anti-procaspasi-3 (dati non mostrati).

Come ¢ noto, 1’apoptosi nelle cellule dei mammiferi ¢ mediata da due diversi
pathway: quello intrinseco e quello estrinseco (Strasser et al., 2000). Il
pathway estrinseco dell’apoptosi € indotto dall’attivazione ligando-dipendente
dei recettori di membrana della famiglia del tumor necrosis factor (TNF). Il
pathway intrinseco, che ¢ quello piu comune, coinvolge il citocromo ¢ e

I’attivazione delle caspasi ed ¢ regolato da Bcl-2 (Baliga e Kumar, 2002). La
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famiglia di Bcl-2 comprende proteine che possono sia indurre che inibire
I’apoptosi.

Numerosi studi hanno rivelato che una sovraespressione di Bcl-2 aumenta la
sopravvivenza dei neuroni simpatici in assenza di NGF (la deprivazione di
NGF induce apoptosi) ed inoltre protegge dall’apoptosi indotta da radiazioni
ionizzanti, farmaci chemioterapici, ipossia ed infezioni virali. Proteine anti-
apoptotiche come Bcl-2 possono impedire il rilascio del citocromo ¢ oppure
sequestrare la proteina Apaf-1, bloccando I’attivazione della procaspasi-9
(Granville et al., 1998).

Le proteine di questa famiglia hanno una localizzazione che dipende dal ruolo
svolto. L’elemento anti-apoptotico Bcl-2 ¢ situato soprattutto sulle membrane
degli organelli (reticolo endoplasmatico, nucleo e la membrana esterna del
mitocondrio). Bax, invece, ¢ situata principalmente nel citoplasma, ancorata
alle strutture citoscheletriche (Desagher e Martinou, 2000).

Gli stimoli apoptotici determinano la dimerizzazione di Bax in seguito alla
quale si scopre il residuo C-terminale idrofobico che pud quindi intercalarsi
tra 1 lipidi di membrana (Suzuki et al., 2000).

Per quanto riguarda I’interazione Bax/Bcl-2 ¢ noto che Bcl-2 ¢ inibita da p53
e forma un eterodimero con Bax, il bersaglio proapoptotico di p53,
neutralizzando 1 suoi effetti. Quando Bcl-2 ¢ presente in eccesso, le cellule

sono protette dall’apoptosi. Quando, invece, Bax ¢ in eccesso e predomina
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I’omodimero di Bax, le cellule possono subire un processo di morte
programmata.

Dopo incubazione dei macrofagi con i PCB 101, 153 e 180, risulta modificata
sia I’espressione della proteina proapoptotica Bax che di quella antiapoptotica
Bcl-2.

L’espressione di  Bcl-2 risulta ridotta mentre quella di Bax ¢
significativamente aumentata. Infatti il ratio Bcl-2/Bax si riduce, in accordo
con I’induzione dell’apoptosi, € appare concentrazione dipendente per i PCB
153 e 180.

Inoltre, ¢ stata osservata una riduzione significativa dell’espressione di Bcl-
2 quando le cellule sono state stimolate con una miscela di tutti i PCB alla
concentrazione inferiore.

Si puo quindi concludere che, nelle nostre condizioni sperimentali, 1 PCB in
associazione avevano un effetto citotossico sinergico, in quanto
aumentavano, in modo significativo, la mortalita cellulare a concentrazioni
alle quali da soli non esprimevano un evidente effetto apoptotico.

Molti xenobiotici inducono apoptosi € mostrano immunotossicita, fra questi
¢ riportato in letteratura che la 2,3,7,8-TCDD, inquinante ambientale che ¢
stato ampiamente studiato, causa apoptosi in vivo € in vitro. L’apoptosi ¢
mediata contemporaneamente da una up-regolazione del gene che codifica
per Bax, il bersaglio pro-apototico di p53, e da una down-regolazione della

proteina anti-apoptotica Bcl-2, che ¢ inibita da p53 (Agarwal ef al., 1998).
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La famiglia Bcl-2, coinvolta nella regolazione della morte cellulare,
comprende proteine di membrana che sono capaci di formare omo ed
eterodimeri che fungono rispettivamente da regolatori positivi e negativi del
processo di morte cellulare (Oltvai e Korsmeyer, 1994). E stato dimostrato,
peraltro, che 1’espressione di Bcl-2 puod prevenire 1’apoptosi di cellule delle
linee mieloide e linfoide quando determinati fattori di crescita sono carenti
(Vaux et al., 1994).

La proteina Bcl-2, quindi, funziona come un antagonista del meccanismo
responsabile della morte cellulare. Dai nostri dati risulta che I’esposizione a
miscele di PCB determina 1’inibizione di Bcl-2 e la conseguente riduzione
della sua funzione di antagonista del processo apoptotico.

In letteratura sono riportati pochi studi sull’effetto apoptotico dei PCB-NDL
da noi analizzati. Recentemente Levin et al. (2005), hanno evidenziato che 1
PCB-NDL inibiscono la fagocitosi grazie ad un meccanismo indipendente
dal recettore degli idrocarburi arilici (AhR). Dati precedenti hanno rivelato
che la riduzione della fagocitosi ¢ causata principalmente dai congeneri non
diossino-simili.

I nostri risultati confermano I’effetto immunotossico dei PCB-NDL sui
macrofagi, cellule coinvolte in prima linea nella difesa dell’organismo, e
comprovano la correlazione fra I’esposizione a tali inquinanti ambientali e

I’incremento del rischio di contrarre patologie infettive.
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Ulteriori studi saranno necessari per evidenziare 1’eventuale meccanismo
responsabile di un’alterazione dell’attivita macrofagica da parte di questi
inquinanti ambientali. La riduzione della fagocitosi potrebbe manifestarsi
nei soggetti esposti a tali composti che si ritrovano nell’ambiente a livelli di
concentrazione piu elevati di quelli diossino-simili e che, come da noi
dimostrato, presentano effetti sinergici che ne potenziano la tossicita.

Noto il “crosstalk”™ esistente tra magrofagi ed adipociti, il nostro studio ¢
proseguito analizzando gli effetti det PCB 101, 153 e 180 sulla funzione
endocrina degli adipociti maturi.

E’ ormai riconosciuto che 1’elevata lipofilia dei PCB e dei composti tossici
correlati favorisce la loro localizzazione nel tessuto adiposo. Questo tessuto
ricopre un un ruolo cardine non solo nel deposito e nella mobilizzione di
sostanze ad elevata energia metabolica ma ricoprire un ruolo importante nella
regolazione dell’omeostasi energetica dell’intero organismo attraverso la
secrezione di specifici ormoni (Grun e Blumberg 2009).

Gli ormoni adipocitari includono la leptina che ¢ secreta in maniera
proporzionale alla massa di tessuto adiposo ¢ allo stato nutrizionale. Molti
casi di obesita sono associati ad un aumento dei livelli circolanti di questo
ormone mentre restrizione calorica e perdita di peso corporeo si associano ad
una riduzione dei livelli sierici di leptina (Kershaw e Flier, 2004). Inoltre
I’iperleptinemia, che come detto caratterizza la grande maggioranza degli

obesi, sembra avere un ruolo proaterogeno contribuendo all’insulino-
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resistenza, alterando la funzione endoteliale, favorendo 1’aggregazione
piastrinica e la trombosi arteriosa (Mertens et al., 2006).

Nei nostri esperimenti condotti sugli adipociti maturi trattati con 1 PCB
separatamente si assiste ad un trend di aumento della trascrizione del gene
della leptina, che risulta significativo con il PCB 153. Nelle stesse condizioni
sperimentali non si rileva alcuna modificazione della trascrizione del’'mRNA
del suo recettore ObRb.

Di contro quando i PCB erano associati a due a due o tutti e tre insieme, si
osserva un aumento dell’espressione della leptina in particolare quando si
associa il PCB 153 con il 180 ed una concomitante riduzione dell’isoforma
recettoriale ad attivita biologica. Tale riduzione di Ob-Rb negli adipociti,
associata alla elevata produzione dell’ormone, supporta I’insorgenza di una
insensibilita all’ormone correlabile alla leptino-resistenza del tessuto adiposo
tipica dell’alterazione metabolica periferica dell’obesita.

Per confermare tale ipotesi, abbiamo investigato come tali inquinanti
ambientali modificassero 1’espressione di importanti proteine coinvolte nel
signaling della leptino-resistenza. In particolare i nostri dati dimostrano che
I’espressione della proteina PTP1B, regolatore negativo del signaling della
leptina, ¢ aumentata per I’associazione del PCB 153 con il 180 o di tutti 1
PCB, sostenendo I’ipotesi che tali congeneri possano agire con meccanismo
sinergico. Successivamente abbiamo valutato come tali inquinanti modulino

una delle vie di trasduzione del segnale intracellulare specifiche per il
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recettore Ob-Rb.

L’effetto indotto dai PCB in esame sulla via di trasduzione del segnale di
STAT 3 negli adipociti maturi induce una diminuzione dell’espressione di
pSTAT 3 ed un aumento dell’espressione di STAT 3 rispetto alle cellule di
controllo che ricevono il veicolo. In particolare dai dati ottenuti si evidenzia
una riduzione significativa della ratio pSTAT3/STAT3 nelle cellule trattate
con 1 PCB in associazione (PCB 153+180 e tutti e tre insieme).

Negli adipociti maturi abbiamo anche valutato [I’effetto dei PCB
sull’espressione dell’adiponectina (ACRP30). I dati ottenuti evidenziano una
modificazione della trascrizione di tale gene in particolare quando gli
adipociti sono tratti con il PCB 101, mentre la loro associazione mostra un
aumento della trascrizione di tale adipochina.

Questi dati sembrano discordati con dati di letteratura poiché ¢ riportato che i
livelli di mRNA di adiponectina sono significativamente ridotti nel WAT
derivato da topi e uomini obesi (Hu et al., 1996). Inoltre, nei soggetti obesi, le
concentrazioni plasmatiche di adiponectina sono notevolmente piu basse
rispetto a quelle rilevate in soggeti magri (Arita et al.,1999), suggerendo che
questo fattore, secreto dagli adipociti, giochi un ruolo nella regolazione del
bilancio energetico. In realta 1 nostri dati confermano altri dati in letteratura in
cui ¢ stato evidenziato che il PCB 153 aumenta il rilascio di leptina,
adiponectina e resistina senza modificazioni significative dell’espressione del

PPAR-y (Taxvig et al., 2012). L’adiponectina esercita le sue azioni legandosi a
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due specifici recettori AdipoR1 e AdipoR2 (Yamauchi et al., 2003). E stato
dimostrato che il legame dell’ACRP30 con i suoi recettori induce un aumento
del recettore attivato dai perossisomi a (PPARa) (Yamauchi et al., 2003;
Tsuchida et al., 2004), della fosforilazione della proteina chinasi adenosina
monofosfato (AMPK) (Yamauchi ef al., 2003; Fischer-Posovszky et al., 2007)
e dell’acetil coenzima A carbossilasi (Yamauchi et al., 2003). Questo porta ad
un incremento del glucosio uptake e dell’ossidazione degli acidi grassi nel
muscolo scheletrico (AdipoR1) e del decremento dell’output del glucosio nel
fegato (AdipoR2) (Berg et al., 2002; Fruebis et al., 2001). Per tale motivo,
abbiamo valutato se 1’esposizione a tali inquinanti avesse effetti
sull’espressione dei recettori per ACRP30, AdipoR1 e AdipoR2, negli
adipociti maturi. Non si assiste ad una modificazione significativa della
trascrizione dell’mRNA per entrambi 1 recettori, anche se per AdipoR2 si
osserva un trend di diminuzione della sua trascrizione. L’espressione di tali
recettori andrebbe valutata in tessuti piu specifici come il tessuto muscolare
per AdipoR1 e quello epatico per AdipoR2 nei quali tali recettori modulano
aspetti del metabolismo cellulare, dell’uptake del glucosio, degli enzimi
coinvolti nella gluconeogenesi epatica e della promozione dell’ossidazione
degli acidi grassi.

Nonostate sia la leptina che 1’adiponectina rappresentino le adipochine piu
studiate e che risentono maggiormente dei cambiamenti metabolici e

nutrizionali, la leptina presenta effetti sempre piu immediati rispetto
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all’adiponectina, 1 cui effetti, nei nostri protocolli sperimentali,
diminuirebbero, probabilmente, dopo un trattamento protratto con i PCB.
Infine, poiché¢ I’obesita si caratterizza per lo sviluppo di uno stato
inflammatorio di tipo sistemico siamo andati a valutare come tali inquinanti
agissero sulla modulazione dell’espressione di due importanti citochine pro-
inflammatorie 1I’[L-6 e il TNFo e sulla trascrizione della citochina anti-
inflammatoria IL-10. Numerosi studi riportano che esiste una correlazione
positiva tra I’incremento dei livelli circolanti di IL-6 e di quelli secreti dagli
adipociti e I’insulino-resistenza nei soggetti obesi (Vozarova et al., 2001).
L’IL-6 contribuisce all’insulino-resistenza mediante la gluconeogenesi e
impoverendo il signaling del recettore dell’insulina nel fegato. E noto, inoltre,
che 1 livelli di IL-6 risultano notevolmente aumentati nel tessuto adiposo di
soggetti obesi (Fried et al, 1998) e un basso grado di infiammazione
sistemica ¢ stato riscontrato in pazienti affetti da obesita. Inoltre alti livelli di
IL-6 sono correlati con I‘insulino-resistenza e 1l maggior rischio di
complicanze cardiovascolari. Inoltre il TNFa induce insulino-resistenza negli
adipociti mediante lipolisi, dato che I’insulina ha primariamente un’azione
anti-lipolitica in queste cellule, mentre 1°‘IL-10 anti-infiammatoria ¢ capace di
inibire la produzione di diverse citochine (Yamaoka et al., 1999; Malefyt,
1999), la generazione di specie reattive dell'ossigeno ed aumenta il rilascio di
recettori del TNFa, di cui ne puo antagonizzare gli effetti.

I nostri dati mostrano che i PCB inducono un aumento dell’espressione delle
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citochine pro-infiammatoria sia quando gli adipociti maturi erano trattati con i
PCB da soli e in associazione.

I dati riportati in questa tesi evidenziano gli effetti di questi PCB sul rilascio
delle principali adipochine anche se non ¢ stato evidenziato per tali PCB
effetti determinabili sull’accumulo dei lipidi intracellulari. L’effetto sinergico
dei PCB in esame sul rilascio di questi marker correlati allo sviluppo
dell’obesita si evidenzia quando 1 PCB sono associati in concentrazioni che da
sole non mostrano alcuna attivita.

I nostri dati appaiono particolarmente interessanti poiché 1) ¢ noto che la
sensibilita degli adipociti umani ¢ generalmente maggiore degli adipociti
murini, 2) dimostrano che 1 PCB non diossino-simili, come altri sostanze
nocive considerate distruttori endocrini (Hass et al., 2007; Rider et al., 2008,
Kortenkamp et al., 2009), possono esercitare affetti additivi e che la
contemporanea esposizione dell’'uomo a diversi agenti chimici con piu debole
attivita possa avere effetti avversi non evidenziati per esposizione singola, 3)
concentrazioni attive in vitro sono spesso comparabili ai livelli
dell’esposizione nell’'uomo ma si deve perd considerare che i livelli in vivo
possono variare in funzione al legame con le proteine plasmatiche e alla
durata dell’esposizione, ed infine 4) supportano I’ipotesi che tali sostanze
possono interferire con le pathway di adipochine e citochine correlate allo

sviluppo dell’obesita e alle patologie ad essa correlate.
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