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Introduzione

L’insulino-resistenza ¢ una condizione metabolica caratterizzata da una ridotta capacita
dell’insulina di regolare efficacemente il metabolismo dei substrati energetici. Essa gioca un ruolo
chiave nella patogenesi di molte condizioni patologiche, principalmente obesita e diabete tipo 2.
Studi recenti hanno dimostrato che nei soggetti con insulino-resistenza i processi ossidativi del
muscolo scheletrico sono alterati. Poiché il muscolo scheletrico ¢ una delle principali sedi di
insulino resistenza e 1 mitocondri sono la principale sede di ossidazione dei substrati, l'attenzione si
¢ concentrata sullo studio della capacita ossidativa mitocondriale nel tentativo di chiarire la
relazione tra funzione mitocondriale e sensibilita insulinica. Un importante contributo alla ricerca in
questo ambito ¢ stato fornito dallo studio del profilo trascrizionale dei geni che regolano la funzione
mitocondriale e da evidenze della letteratura che evidenziano come I’attivita mitocondriale e il
controllo della sua espressione genica possano essere influenzati da fattori legati allo stile di vita,

inclusi 1 fattori nutrizionali.

1. Insulina e Metabolismo Energetico
1.1 L'insulina
L’insulina ¢ un ormone di natura proteica sintetizzato dal pancreas endocrino nelle cellule B delle
Isole di Langerhans e costituito da due catene polipeptidiche, unite fra di loro da due ponti
disolfuro. La presenza dei ponti disolfuro stabilisce la struttura tridimenzionale dell'insulina, da cui
dipende l'attivita biologica dell'ormone.
Questo ormone ¢ il principale fattore di regolazione del metabolismo e dell’accumulo dei substrati
energetici introdotti con gli alimenti. L’insulina, la cui secrezione viene stimolata dall’ingresso del

glucosio (e di alcuni aminoacidi) nelle cellule B-pancreatiche, facilita la captazione, 1’utilizzazione e
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I’immagazzinamento di glucosio, lipidi e aminoacidi. Al contrario, una riduzione dei livelli di
insulina circolante determina la mobilizzazione delle riserve energetiche e la riduzione della
captazione dei nutrienti (1).

I processi biochimici controllati dall'insulina sono localizzati in diversi distretti subcellulari che
comprendono la membrana plasmatica (trasporto intracellulare di aminoacidi), il citoplasma e i
mitocondri (metabolismo di glucidi, lipidi e proteine), il nucleo (trascrizione genica e
proliferazione).

L'insulina esercita i suoi effetti biologici attraverso il legame ad uno specifico recettore di
membrana che viene attivato e innesca a sua volta diversi segnali intracellulari, che mediano le
varie azioni biologiche dell'ormone nei diversi tipi cellulari e nei diversi tessuti.

I1 recettore dell’insulina ¢ una glico-proteina costituita da due subunita o extracellulari che legano
I’ormone e da due subunita  che invece attraversano la membrana e possiedono attivita tirosina
chinasica. Il legame dell’insulina alla subunita a, ne produce un cambiamento conformazionale con
propagazione del segnale alla subunita B, si determina un processo di trans/auto-fosforilazione su
alcuni residui di tirosina localizzati sul lato citoplasmatico delle due subunita B (2,3). Gli effetti
metabolici dell'ormone sono determinati dalla fosforilazione in tirosina di proteine substrato del
recettore (IRS-1), che svolgono una funzione di ancoraggio per la subunita regolatoria dell'enzima
fosfatidil inositolo 3k (PI 3K); il legame di PI3K a IRS1 induce l'attivazione della subunita
catalitica della PI3k che trasforma il fosfatidil inositolo (PI) in fosfatidil inositolo 3-fosfato (PI-3P).
Quest'ultimo induce una cascata di fosforilazioni che coinvolge Akt e fa esprimere il trasportatore
del glucosio (GLUT 4) a livello delle cellule bersaglio (4). Questa via ¢ responsabile degli effetti
dell'insulina sull'utilizzazione di glucosio, sintesi proteica e sintesi dei lipidi, mentre gli effetti sulla
crescita cellulare e l'espressione genica sono regolati dall'attivazione di uno specifico segnale
intracellulare che coinvolge il substrato recettoriale IRS2 (piuttosto che IRS1) e le MAP kinasi.

Nelle cellule muscolari scheletriche la fosforilazione di MAPk in seguito allo stimolo insulinico ¢
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seguita dalla migrazione di questa proteina nel nucleo, finalizzata alla trascrizione dei geni del
GLIT1 e GLUT3 con aumento dei livelli di questi trasportatori del glucosio nella cellula. 1l
recettore dell’insulina attiva, tramite le proteine adattatrici Grb2/SOS, le Ras e quindi la cascata
delle MAP chinasi che infine fosforilano fattori di trascrizione che mediano effetti a lungo termine

(es. variazioni concentrazioni enzimi) (figura 1).
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Figura 1 Effetti cellulari dell’insulina

I principali effetti dell’insulina sul metabolismo di carboidrati, lipidi e proteine, si esplicano
principalmente a livello di tre tessuti: il fegato, il tessuto adiposo e il muscolo. In ciascuno di
questi tessuti gli effetti anabolici e anti-catabolici dell’insulina si potenziano a vicenda (figura 2.).

A livello delle cellule epatiche il trasporto del glucosio non ¢ direttamente insulino-dipendente, in
quanto negli epatociti, a differenza di quanto avviene nel muscolo e nel tessuto adiposo, entra in
gioco un’altra classe di trasportatori per il glucosio definiti GLUT 2. Il numero di questi

trasportatori ¢ sempre costante nella membrana plasmatica. I GLUT2 sono trasportatori a bassa



affinitd per cui la velocita del trasporto ¢ direttamente proporzionale alla concentrazione del
glucosio nel sangue. Percio I’azione dell’insulina a livello epatico non interessa il trasportatore, ma
riguarda essenzialmente 1’attivazione e I’inibizione di un certo numero di enzimi che regolano
'omeostasi glicemica. Nel fegato gli effetti anabolici dell'insulina sono particolarmente evidenti:
I’insulina inibisce I’attivita degli enzimi coinvolti nella glicogenolisi, quali la fosforilasi, sopprime
la neoglucogenesi attraverso 1’inibizione degli enzimi chiave di questa via metabolica (glucosio 6-
fosfatasi, fruttosio 1,6-bisfosfatasi, fosfoenolpiruvato carbossichinasi e piruvato carbossilasi) (5) e
inibisce la formazione dei corpi chetonici, incrementando la trascrizione di enzimi glicolitici quali
glucochinasi e piruvato chinasi. Inoltre, a livello epatico, I’insulina blocca la lipolisi mentre
promuove la lipogenesi, ovvero la sintesi di acidi grassi, che poi vengono assemblati nelle VLDL
(lipoproteine a bassissima densita) rilasciate nel sangue.

Nel tessuto adiposo l'insulina stimola la deposizione dei trigliceridi: favorendo la sintesi della
lipoprotein lipasi facilita il processo di idrolisi dei trigliceridi circolanti di origine esogena ed
endogena promuovendo 1’ingresso dei lipidi nel tessuto adiposo (1). Favorisce la penetrazione
intracellulare di glucosio con aumentata disponibilita di alfa glicerofosfato per l'esterificazione
degli FFA in trigliceridi. A livello del tessuto adiposo l'insulina inibisce la lipolisi per inattivazione
della triglicerido-lipasi e per contemporanea attivazione degli enzimi della via liposintetica; in
caso di deficiente azione insulinica, come nel digiuno, viene attivata la lipolisi e inibita la via
biosintetica degli acidi grassi.

Nel muscolo scheletrico il legame dell’insulina al suo recettore tirosin-chinasico promuove in
tempi rapidi una maggiore captazione del glucosio circolante e la sua utilizzazione attraverso la via
ossidativa (con produzione di H20 e CO2) e non ossidativa (con produzione di glicogeno). Il piu
importante trasportatore del glucosio stimolato dall'insulina ¢ rappresentato dal GLUT 4. Il legame
dell’insulina con il suo recettore, tramite la fosforilazione di diversi substrati intracellulari, stimola

il trasferimento dei trasportatori del glucosio GLUT 4 dal citoplasma alla membrana cellulare, in
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modo da aumentare il trasporto del glucosio. La captazione del glucosio da parte del muscolo
riveste un ruolo preminente nel quadro dell'omeostasi glicemica in quanto 1'85% del metabolismo
glucidico insulino-mediato si verifica nel muscolo scheletrico. L’ormone stimola 1’attivita degli
enzimi chiave della via non ossidativa (glicogeno-sintetasi) e della via ossidativa (gluco-chinasi,
fosfofrutto-chinasi, e piruvato-chinasi).

A livello mitocondriale si verifica la maggiore produzione di energia tramite il ciclo di Krebs. La
prima tappa per l'utilizzazione intra-mitocondriale del piruvato ¢ quella catalizzata dalla piruvato
deidrogenasi che trasforma il piruvato in acetil CoA. L'insulina attiva l'enzima defosforilandolo; in
presenza di insulina, l'aumentata attivita dell'enzima favorisce la formazione di acetil coA e
l'ingresso dei carboidrati nel ciclo di Krebs.

Un'altra importante fonte energetica per l'attivita muscolare ¢ rappresentata dal metabolismo
lipidico. Gli acidi grassi esterificati arrivano al muscolo dal torrente circolatorio e sono idrolizzati
dalla lipoprotein-lipasi a livello della membrana capillare. La loro utilizzazione si verifica nel
mitocondrio dopo che essi sono stati attivati ad acil CoA e trasportati all'interno del mitocondrio
dal sistema della carnitina acil transferasi.

Per quanto concerne il metabolismo delle proteine, I’insulina tende ad aumentare le riserve
proteiche nell’organismo attraverso molteplici meccanismi: 1) aumento della captazione tissutale
degli aminoacidi, 2) stimolazione della sintesi proteica, 3) inibizione del catabolismo proteico e,

infine, 4) ridotta ossidazione degli aminoacidi.
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Figura 2 Effetti dell'insulina sugli organi bersaglio

Quando lo stato nutrizionale ¢ in buon equilibrio si avranno aumentate concentrazioni ematiche di
glucosio, aminoacidi, acidi grassi ed insulina: tale ormone favorisce il trasporto intracellulare di
glucosio ed aminoacidi e la sintesi di macromolecole (glicogeno e proteine). In corso di digiuno,
invece, si verifica una ridotta secrezione insulinica con ridotta sensibilita periferica all’ormone.
Cio determina un’aumentata immissione in circolo degli acidi grassi dai siti di deposito con
aumento del loro trasporto e della loro ossidazione mitocondriale favorita dalla ridotta
concentrazione di malonil coA che si verifica in assenza di substrati glucidici. L'ossidazione degli
acidi grassi determina inibizione del flusso glicolitico.

L’insulina ha un ruolo fondamentale nella regolazione del metabolismo intermedio, con importanti
effetti sul metabolismo lipidico che potrebbero coinvolgere la funzione mitocondriale. La funzione
mitocondriale muscolare ¢ infatti emersa in anni recenti come un importante regolatore dall’azione
insulinica con particolare riguardo all’utilizzazione del glucosio (6,7). L’evidenza che I’insulina ¢ in
grado di influenzare I’espressione genica e la funzione mitocondriale deriva da studi effettuati sia
nell’animale che nell’uomo (8-10). Gia nel 1999 Huang et al. riportarono che 1' infusione acuta di

insulina (due ore) induceva un aumento dei livelli di RNA relativi ad enzimi della catena
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respiratoria quali ’'NADH deidrogenasi e la citocromo c ossidasi (COX) (8). Successivamente
Stump et al. hanno dimostrato un aumento della produzione mitocondriale di ATP nel muscolo
vasto laterale di volontari sani, sottoposti per 8h ad infusione di insulina. L'aumentata produzione di
ATP si associava ad aumento dei livelli di mRNA mitocondriale (NADH deidrogenasi) e nucleare
(COX) che codificano per proteine mitocondriali nonche ad un incremento dell’attivita enzimatica
di COX e della citrato sintetasi (9). Boire et al hanno, tuttavia, dimostrato che tale upregulation non
si manifesta su tutte le proteine ma solo su un pool specifico che ¢ quello mitocondriale, suggerendo

un effetto stimolante dell'insulina sulla capacita ossidativa mitocondriale (10).

1.2 Flessibilita metabolica

Il muscolo scheletrico svolge un ruolo fondamentale nel determinare la sensibilita insulinica in
quanto esso ¢ la principale sede di captazione del glucosio in condizioni di stimolazione insulinica,
e Dentita della riduzione di questo processo determina il grado di severita dell’insulino-resistenza
nelle pit comuni malattie metaboliche come il diabete mellito tipo II e I’obesita.

In condizioni normali, il muscolo scheletrico si adatta a 2 condizioni fisiologiche opposte: ridotto
intake di energia durante il digiuno e aumentata spesa energetica durante I'esercizio sostenuto, che
dipende dall'ossidazione dei grassi. L'ossidazione dei grassi nel muscolo scheletrico ¢ aumentata in
soggetti magri e attivi (11).

Attraverso la misurazione del QR ¢ stato dimostrato che nei soggetti magri, metabolicamente sani, il
muscolo in condizioni di digiuno, ossida acidi grassi (QR 0.6-0.7). Negli stessi individui l'infusione
insulinica sopprime 1'ossidazione dei grassi e incrementa l'ossidazione del glucosio (QR 1). La
capacita del muscolo di utilizzare alternativamente carboidrati o lipidi a seconda della disponibilita
dei substrati energetici viene definita "flessibilita metabolica" (figura 3). Tale meccanismo ¢ alterato

nelle condizioni di insulino-resistenza.
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Figura 3 Capacita del muscolo scheletrico di virare dall’ossidazione dei grassi all'ossidazione dei
carboidrati nel passaggio dallo stato di digiuno ad una condizione di stimolazione insulinica in
individui magri e metabolicamente flessibili (A e C) ed in individui obesi e metabolicamente
inflessibili (B e D). Kelley et al, JCEM 2005

2. Insulino-resistenza
L'infusione di insulina in vena alla dose di 0.1UI/Kg in un soggetto di eta media normopeso e con
normale quantita di tessuto adiposo produce nei minuti successivi una progressiva riduzione della
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glicemia. Se la stessa dose di insulina viene somministrata ad un altro soggetto con la stessa
glicemia di base ma piu anziano, in sovrappeso € con una maggiore quantita di tessuto adiposo la
caduta della glicemia ¢ meno pronunciata. Il secondo soggetto si definisce insulino resistente

rispetto al primo (figura 4).
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Figura 4 Test di tolleranza insulinica eseguito in 2 soggetti con diverse caratteristiche cliniche

L' insulino-resistenza ¢ definita come una condizione clinico-metabolica caratterizzata da una
ridotta capacita delle cellule o dei tessuti a rispondere a livelli fisiologici di insulina. Cio determina

una maggiore produzione di insulina da parte delle beta-cellule pancreatiche al fine di rendere
possibile un'azione biologica adeguata (iperinsulinemia compensatoria).
L' insulino-resistenza non ¢ di per s€ una condizione clinica definita ma ¢ elemento patogenetico di

diversi fattori di rischio cardiovascolare, metabolici ¢ non metabolici, che rientrano nella
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costellazione della "sindrome metabolica". Questi fattori comprendono: 1'obesita viscerale; le
alterazioni glico-metaboliche che da un'alterata glicemia a digiuno o dopo carico i glucosio
conducono ad un franco diabete; alterazioni lipidiche, di tipo quantitativo, caratterizzate da
aumento di trigliceridi e VLDL, e da ridotti livelli di HDL, e di tipo qualitativo, aumentati livelli di
molecole di LDL piccole e dense dotate di un rilevante potere atero-trombotico; elevati livelli di
pressione arteriosa causati da diversi meccanismi: incrementato riassorbimento tubulare del
sodio, attivazione di fattori di crescita, attivazione del SNA e del sistema renina-angiotensina,
azione sulle pompe di membrana (ridotta attivita della pompa Na/K ATPasi dipendente, aumentata
attivita della pompa Na/H, ridotta attivita della Ca ATPasi); disfunzione endoteliale; stato pro-
coagulante e pro-aggregante; infiammazione e stress ossidativo. La sindrome plurimetabolica
pud quindi essere considerata una patologia pre-clinica che apre la strada all’insorgenza della
malattia cardiovascolare aterosclerotica, la quale rappresenta oggi la principale causa di morbilita e
mortalita nei paesi industrializzati.

La sindrome plurimetabolica ¢ caratterizzata da un insieme di alterazioni metaboliche multiple; le
ragioni alla base dell’aggregazione di tali alterazioni, nello stesso individuo, sono ancora
largamente sconosciute. E sicuramente possibile che il manifestarsi di una di queste componenti
possa facilitare lo sviluppo delle altre. In tutti i casi appare come una realtd multifattoriale in cui
pesano sia fattori genetici, inclusi fattori etnici, sia i fattori ambientali, quali una scarsa attivita
fisica e una dieta ad alto contenuto di lipidi e carboidrati che promuovono, mantengono e/o
peggiorano la sua espressione clinica.

I meccanismi responsabili del ridotto effetto biologico dell’insulina non sono stati del tutto
identificati, ma possiamo raggrupparli in due possibili tipi di alterazione: 1) difetto del numero e/o
funzione del recettore insulinico; 2) difetto nella cascata degli eventi che segue al legame insulina-

recettore e percio definito post-recettoriale.
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Il difetto recettoriale consiste in un’alterazione intrinseca, verosimilmente su base genetica, del
recettore insulinico (0,1% dei casi), oppure in un’alterazione funzionale del recettore per 1’azione
inibente di fattori estrinseci (ad es. TNFa ed altre citochine liberate dal tessuto adiposo).

11 difetto post-recettoriale puo essere dovuto alla alterazione di una o piu delle tappe che riguardano
la trasmissione del segnale insulinico, il trasporto intracellulare del glucosio e I’attivita degli
enzimi-chiave che regolano I’utilizzazione intracellulare del glucosio (glicogeno sintetasi e piruvico
deidrogenasi). Nei pazienti con diabete di tipo 2, condizione in cui la resistenza insulinica svolge un
importante ruolo patogenetico, sono stati dimostrati alterazioni a carico di tutti gli eventi
intracellulari (signaling insulinico, trasporto intracellulare del glucosio, ed attivita dell’enzima
glicogenosintetasi e piruvico-deidrogenasi (1).

I distretti piu importanti nella genesi dell'IR sono il muscolo, il tessuto adiposo e il fegato. A livello
muscolare ' insulino-resistenza si traduce in un ridotto trasporto di glucosio all'interno della cellula
e ridotto utilizzo. A livello del tessuto adiposo, specialmente a carico del grasso viscerale,
l'insulino-resistenza determina una maggiore produzione di acidi grassi liberi (NEFA). Infine a
livello epatico I' insulino-resistenza impedisce una adeguata soppressione della produzione di
glucosio. La ridotta attivita dell'insulina determina un aumento in circolo di glucosio e NEFA che
concorrono ulteriormente a peggiorare il quadro dell' insulino-resistenza; i NEFA riducono
ulteriormente il trasporto e l'utilizzo di glucosio a livello della cellula muscolare. Circa 40 anni fa
Randle e coll dimostrarono che gli acidi grassi liberi causano insulino-resistenza in preparati di
muscolo di ratto in vitro e ipotizzarono che questo si manifesta mediante un meccanismo di

competizione di substrato (12) (figura 5).
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Figura S Interazione tra il metabolismo del glucosio e degli acidi grassi

I muscolo scheletrico di soggetti con insulino-resistenza (diabetici o obesi) mostra una ridotta
flessibilita metabolica: in questi soggetti I'ossidazione lipidica in condizioni di digiuno ¢ ridotta (il
QR a digiuno ¢ elevato); al contrario, durante lo stimolo insulinico essa non ¢ adeguatamente
soppressa, mentre ' ossidazione glicidica non ¢ adeguatamente stimolata. Questo pattern prende il
nome di Inflessibilita metabolica (11).La regolazione metabolica ¢ largamente dipendente dai
mitocondri che giocano un ruolo importante nell'omeostasi energetica attraverso il metabolismo dei
nutrienti e la produzione di ATP e calore (13). E' a livello dei mitocondri, infatti, che si manifesta la
competizione tra ossidazione glicidica e ossidazione lipidica (11) (figura 6).

Studi nell’'uomo hanno dimostrato un effetto stimolante dell'insulina sulla capacita ossidativa
mitocondriale nel soggetto normale e, al contrario, una ridotta produzione di ATP mitocondriale in
condizione di stimolazione insulinica in soggetti con diabete mellito tipo 2 (9).

La riduzione dei processi ossidativi mitocondriali del muscolo scheletrico comporta 1’accumulo di
composti lipidici, quali trigliceridi, diacilglicerolo e ceramide che, interferendo a vari livelli con la
trasmissione del segnale insulinico, riducono gli effetti metabolici dell’ormone, determinando lo
sviluppo di insulino-resistenza (14). In accordo con questa interpretazione, 1’ aumentata

ossidazione muscolare di FFA produce aumentati livelli intracellulari di metaboliti come DAG e
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acetil CoA che determina l'attivazione di PKC, una serin-treoninK che lega il recettore
dell'insulina ¢ inibisce la sua attivita tirosin kinasi. Questa inibizione blocca la traslocazione del
GLUT4 con riduzione del trasporto del glucosio (15,16)

Questi dati sono rafforzati dall’osservazione che il contenuto intramiocellulare di trigliceridi
correla inversamente con la sensibilita insulinica e suggerisce che I’accumulo di composti lipidici
potrebbe avere un importante ruolo nella genesi dell’insulino-resistenza (17). Inoltre, studi recenti
condotti con risonanza magnetica hanno dimostrato che il meccanismo attraverso cui gli acidi
grassi inibiscono il metabolismo del glucosio si esplica a livello del trasporto/fosforilazione del
glucosio e a livello del fosfatidil-inositolo3-chinasi (PI 3-K), con conseguente riduzione dell’

attivita ossidativa mitocondriale e quindi una minore produzione di ATP (12).

' Insulin receptor
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S Pl3-kinase wl
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fatty acyl CoA
IRS-1 !

¢ Mitochondrion density/function
Figura 6 Potenziali meccanismi attraverso cui la disfunzione mitocondriale induce insulino

resistenza nel muscolo scheletrico. Shulman et al,Science 2005
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Oltre ai pathway dipendenti dalle serin/treonin chinasi, ci sono altri fattori che contribuiscono
all’insulino-resistenza. Recenti studi supportano 1'ipotesi che l'insulino resistenza ¢ associata ad
una condizione di cronica inflammazione. Citochine pro-infiammatorie come TNFa e IL6, sono
upregolate nell'obesita. TNFa ¢ stato mostrato aumentare 1'espressione della isoforma inducibile
della ossido nitrico sintasi (iNOS) e downregolare l'isoforma endoteliale (eNOS). Recenti studi
hanno dimostrato che l'espressione di eNOS e la biogenesi mitocondriale sono downregolate in
topi e ratti con obesita indotta da dieta grassa. Nei diabetici, con risaputa downregulation dei geni
che codificano per proteine ossidative mitocondriali 1 livelli di IL6 (18) e TNFa sono inversamente

correlati con i livelli di PGCla (19).

3. Mitocondri
Il mitocondrio ¢ la centrale energetica e produce quasi tutto ’ATP della cellula animale. I
mitocondri sono gli organelli subcellulari deputati al metabolismo ossidativo dei substrati intermedi
glucidici, lipidici e aminoacidici nei tessuti animali. Presentano una forma allungata, e dimensioni
variabili, ma in genere la lunghezza ¢ compresa tra 1 ¢ 6 pm mentre il diametro varia tra 0.5 ¢ 1 um
e sono localizzati nella quasi totalita delle cellule eucariotiche in numero variabile da poche
centinaia fino ad un migliaio circa per cellula (figura 7). Dal punto di vista ultrastrutturale, i
mitocondri sono circondati da due membrane, la membrana esterna e quella interna, che
circoscrivono a loro volta due spazi ben differenziati. La membrana esterna, che permette il
passaggio di piccole molecole, delimita lo spazio intermembrana, una regione che gioca un ruolo
importante nella produzione mitocondriale di ATP (20). La membrana interna, selettivamente

permeabile e ripiegata in estroflessioni chiamate creste mitocondriali che ne aumentano la
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superficie, invece, circoscrive la matrice mitocondriale che contiene enzimi, ribosomi, granuli e

catene di DNA.

Mitocondria

Espago intermembranar

Membrana
enterna

Membrana

Figura 7 Mitocondrio in microscopia elettronica

La membrana mitocondriale esterna risulta permeabile a tutte le molecole di dimensioni inferiori a 5
kDa, comprese le piccole proteine. Queste molecole possono giungere allo spazio intermembrana,
ma la maggior parte di esse non possono attraversare la membrana interna impermeabile. Cosi
mentre lo spazio intermembrana risulta chimicamente equivalente al citosol, la matrice invece
contiene una serie altamente selezionata di piccole molecole. La membrana interna ¢ altamente
specializzata e contiene un’alta proporzione del fosfolipide “doppio” cardiolipina, il quale contiene
quattro acidi grassi e contribuisce a rendere la membrana particolarmente impermeabile agli ioni.
Essa contiene una serie di proteine di trasporto che la rendono selettivamente permeabile a quelle
piccole molecole che sono metabolizzate, o richieste, dai molti enzimi mitocondriali concentrati
nella matrice. Proprio a livello della matrice e della membrana interna si svolgono le fasi salienti del
processo di respirazione cellulare e cio¢: il ciclo dell’acido citrico (o ciclo di Krebs) e il trasporto

degli elettroni lungo la catena respiratoria con successiva fosforilazione ossidativa.
18



E' soprattutto il piruvato che, originato nel citosol dalla glicolisi, arriva a livello mitocondriale
dove viene decarbossilato ed entra nel ciclo di Krebs determinando la produzione di un certo
numero di coenzimi ridotti, quali il nicotinammide adenin-dinucleotide (NADH) e il flavin adenin-
dinucleotide (FADH?2). Tali coenzimi sono molecole ricche di energia, in quanto contengono una
coppia di elettroni ad elevato potenziale di trasferimento; per riossidarsi, cedono gli atomi di
idrogeno alla catena respiratoria situata sulla membrana mitocondriale interna. II NADH e il
FADH?2 generati dalla glicolisi, dal ciclo di Krebs e dall’ossidazione degli acidi grassi vengono
ossidati nella catena di trasporto degli elettroni (ETC) che si occupa di separare i protoni dagli
elettroni trasportando quest’ultimi attraverso i complessi lipoproteici che la costituiscono verso

I’accettore finale che ¢ I’ossigeno, con formazione di acqua come prodotto finale (figura 8).
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Figura 8 Ossidazione dei substrati energetici

La catena di trasporto degli elettroni ¢ costituita da quattro complessi enzimaticii NADH
deidrogenasi (complesso I), succinico deidrogenasi (II), citocromo c¢ reduttasi (III), cit ¢ ossidasi
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(IV). Secondo I’ipotesi chemiosmotica, durante il trasporto degli elettroni ad alta energia dagli
idrogeni del NADH e del FADH2 lungo la catena respiratoria fino alla membrana mitocondriale
interna, 1’energia rilasciata nel passaggio da un trasportatore al successivo € usata per pompare
protoni (H+) attraverso la membrana interna dalla matrice mitocondriale allo spazio
intermembrana (figura 9). Cio crea un gradiente elettrochimico protonico attraverso la membrana
mitocondriale interna e il flusso di ritorno di H+ lungo questo gradiente viene a sua volta usato per
attivare I’enzima legato alla membrana, ATP sintetasi, che catalizza la conversione di ADP + Pi
(adenosina difosfato e fosfato inorganico) ad ATP, completando il processo della fosforilazione

ossidativa.

H' Soecinate Fumarate

IH'

ComplexI Complex T Complex ITT Complex TV Complex V

Figura 9 Catena di trasporto degli elettroni. Ritov et al, Diabetes 2006

L’ATP sintetasi ¢ un complesso enzimatico costituito da una parte idrofobica FO integrata alla
membrana mitocondriale, che contiene il canale protonico, e da una porzione catalitica idrofilica F1
che sporge nella matrice del mitocondrio. I protoni accumulati nello spazio intermembrana durante
il trasporto degli elettroni permeano attraverso FO prima e F1 poi, consentendo all’ATP sintetasi di
attivare la sintesi di ATP, mentre gli H+ abbandonano la porzione catalitica F1 e rientrano nella

matrice mitocondriale.
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La sintesi di ATP e il trasporto degli elettroni lungo la catena respiratoria risultano, dunque, due
processi strettamente accoppiati. Tuttavia, 1’accoppiamento tra ’ossidazione dei substrati e la
sintesi dell’ATP non ¢ pari al 100%. Infatti, una parte dell’energia ¢ persa sotto forma di calore
mediante delle reazioni che consentono di dissipare il gradiente protonico senza portare alla sintesi
di ATP. Si verifica, quindi, un vero e proprio disaccoppiamento della fosforilazione ossidativa. Le
proteine disaccoppianti, UCPs, giocano un importante ruolo nella riduzione del gradiente protonico.
UCP1 ¢ espressa esclusivamente nel tessuto adiposo, UCP2 ¢ ubiquitaria, UCP3 ¢ prevalentemente
espressa nel muscolo scheletrico.

Tra 1 vari disaccoppianti naturali della fosforilazione ossidativa ritroviamo gli acidi grassi. Nelle
cellule intatte e nei tessuti, essi rappresentano un ottimo substrato respiratorio poiché forniscono
elettroni alla catena respiratoria. Questa funzione maschera il loro potenziale effetto disaccoppiante
che diventa evidente solo in alcune condizioni fisiologiche (digiuno, diete ad alto contenuto di
grassi, esercizio eccessivo) o patologiche (diabete), caratterizzate da un accumulo di acidi grassi
(21).

Gli FFA non ossidati entrano, come acidi grassi neutri, nella matrice mitocondriale dove vengono
deprotonati diventando FFA anionici in modo da ridurre il gradiente protonico (figura 10). La
matrice mitocondriale, dove i substrati vengono ossidati e dove si svolge la fosforilazione ossidativa
¢ anche sito di formazione di ROS. I ROS legano gli FFA anionici e producono perossidi lipidici
che interagiscono con DNA e RNA, danneggiandolo. Una strategia per dissipare questo
meccanismo ¢ la promozione di una fosforilazione ossidativa inefficiente. Questo processo ¢ in
grado di ridurre le riserve di grassi mediante la formazione di calore, e se tali modifiche
nell'efficienza sono modeste, la riduzione dei grassi pud essere raggiunta senza una significativa
riduzione della produzione di ATP. Questo processo cellulare risulta dalla perdita di protoni
attraverso la membrana mitocondriale interna nella matrice ed ¢ chiamato respirazione

mitocondriale disaccoppiata. Si ritiene che gli UCP della membrana mitocondriale interna siano i
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maggiori facilitatori della respirazione disaccoppiata e possono modulare la fisiopatologia del
Diabete mellito. UCP3 ¢ 1'isoforma presente nel ms e i suoi livelli sono down-regolati nel DM2 e
aumentati in risposta all'esercizio. Il ruolo di UCP3 nel ms non ¢ stato ancora chiarito
completamente ma ¢ stato dimostrato che disaccoppia la fosforilazione ossidativa parallelamente ad
una preferenziale ossidazione degli acidi grassi, ridotta formazione di ROS nel muscolo scheletrico

ed ¢ richiesto nella termogenesi patologica.

"1' ® Fatty acids
RDS\—/' )
'
lipid peroxides

lipotoxicity /

Figura 10 Disaccoppiamento mitocondriale proposto come meccanismo protettivo contro la lipotossicita: i
mitocondri producono ROS che interagiscono con i lipidi mitocondriali producendo perossidi, specie
altamente reattive che danneggiano le strutture mitocondriali. Gli acidi grassi attivano processi di
disaccoppiamento mitocondriale, riducendo il gradiente protonico attraverso la membrana mitocondriale
interna. Schrawen et al, Biochimica et Biophysica Acta 2010

3.1 La capacita ossidativa dei mitocondri del muscolo scheletrico
La regolazione metabolica ¢ largamente dipendente dai mitocondri, che giocano un ruolo

importante nell'omeostasi energetica attraverso il metabolismo dei nutrienti ¢ la produzione di
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ATP e calore. Uno sbilanciamento tra intake energetico e spesa energetica conduce ad una
condizione di disfunzione mitocondriale caratterizzata da un ridotto rapporto tra produzione di
energia (ATP prodotto) e respirazione (13). Fattori genetici e ambientali possono interferire sia

con la funzione mitocondriale che con l'insulino sensibilita.

La capacita ossidativa del muscolo scheletrico ¢ determinata principalmente dalla densita dei
mitocondri, che a sua volta dipende dalla biogenesi mitocondriale, e dalla capacita ossidativa
mitocondriale, indicata dal contenuto degli enzimi ossidativi e dalla loro attivita (22). I mitocondri
contengono del DNA che codifica per alcune proteine coinvolte nella fosforilazione ossidativa,
tuttavia, gran parte delle proteine mitocondriali sono codificate dal DNA nucleare, sintetizzate nel
citoplasma e importate poi attraverso la membrana mitocondriale (5). In particolare, i mitocondri
hanno un ruolo di primaria importanza nel metabolismo energetico del muscolo scheletrico: in
tutta la scorsa decade ¢ cresciuto considerevolmente il numero delle pubblicazioni scientifiche che
suggeriscono un coinvolgimento della capacita ossidativa del mitocondrio del muscolo scheletrico
nell’eziologia dei disordini metabolici quali obesita, insulinoresistenza e diabete mellito tipo II

(23)

3.2 Geni che regolano i processi ossidativi mitocondriali

La regolazione della biogenesi e dell’attivitda ossidativa viene effettuata da alcuni regolatori
trascrizionali quali: Peroxisome proliferator-activated receptors (PPAR), PPAR gamma coactivator
1 alpha (PGC-la), alcuni fattori trascrizionali coinvolti nella respirazione (NRF-1 e NRF-2)
(23,24), e la specificity proteinl (Spl), un fattore trascrizionale ubiquitario che regola

I’espressione dei geni ossidativi OXPHOS (figura 11) (23).
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Figura 11 Principali fattori di trascrizione coinvolti nella regolazione dell' ossidazione e
fosforilazione (OXPHOS) mitocondriale del muscolo Chansaume, Int J Mol Sci 2009

PGC 1

E' una famiglia dei geni co-attivatori della trascrizione, collocati nel nucleo della cellula, ed
espressi soprattutto nei tessuti ricchi di mitocondri € con un attivo metabolismo ossidativo, quali il
tessuto adiposo bruno, il cuore e il muscolo scheletrico, ma anche nel cervello, nel fegato e nel
rene (25) Agiscono stimolando la biogenesi mitocondriale e la respirazione cellulare e aumentando
I'uptake di substrati energetici e la loro utilizzazione, mediante la co-attivazione diretta di fattori
NR e non NR coinvolti nel controllo del metabolismo cellulare. Comprende PGC-1a, PGCI e
PCR (co-attivatore legato a PGC-1) (figura 12).

PGC-1a: ¢ una proteina di 798 aa con sequenza N-terminale costituita da 200 aa acidi che mediano
l'interazione con un largo numero di fattori trascrizionali (quali la famiglia dei PPARs, COX 5b)
coinvolti in numerose risposte biologiche (figura 13). PGC-1a controlla il metabolismo cardiaco
durante lo sviluppo e in risposta a stress fisiologici: 1'espressione ¢ indotta dopo la nascita e
aumenta in condizioni di digiuno. Aumenta l'ossidazione degli acidi grassi, mediante interazione
con PPARa e ERRa. Nel muscolo scheletrico l'espressione di PGC-1a a livelli fisiologici induce

attivazione della biogenesi mitocondriale e switch delle fibre muscolari da glicolitiche IIb a
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ossidative Ila o I (26-28). L'iper-espressione di PGCla (29) aumenta il contenuto mitocondriale e
la respirazione (30,31) parallelamente con un aumento dell'uptake del glucosio e della sensibilita
insulinica. La soppressione dell' espressione di PGCla in topi transgenici si associa a insulino
resistenza sistemica associata ad una riduzione dell'espressione del trasportatore del glucosio
(GLUTH4) (32) e accumulo di IMCL che sembra essere il risultato di un aumentato uptake degli
FFA che superano la capacita della FAO (33). Inoltre blocca l'ossidazione del glucosio cosi da
favorire la sintesi di glicogeno e rendendolo disponibile per lo sforzo muscolare. L'iperespressione
di PGCla in cellule muscolari, si ¢ dimostrato indurre I'espressione di geni NRF1, NRF2, TFAM e
subunita COX (34)

Nel fegato, in condizioni di normale alimentazione 1 livelli di PGC-la sono minimi; il digiuno
produce un aumento di PGC-la che coattiva CREB, stimolando I'espressione dei geni della
gluconeogenesi epatica (35) e PPAR a, stimolando l'espressione dei geni coinvolti nell'ossidazione
degli agidi grassi.

Nel tessuto adiposo, PGC-1a regola la termogenesi, stimolando I'espressione di UCP e mediante
interazione con PPARY, induce la differenziazione del tessuto adiposo da bianco a bruno.

PGC-1B: E espresso ad alti livelli nel tessuto adiposo bruno e nel muscolo cardiaco. Il PGC-1p &
implicato nella proliferazione dei mitocondri nel muscolo scheletrico (36) e la sua iper-espressione
previene I'IR indotta dalla dieta (37), ma ha scarsa capacita nell’attivazione della gluconeogenesi e
della B-ossidazione degli acidi grassi (38); a differenza di PGC-1a aumenta l'espressione dei geni

coinvolti nella lipogenesi e nella secrezione dei trigliceridi.
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Figura 12 Famiglia dei co-attivatori PGC1. A PGC1 interagisce con fattori regolatori nucleari
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Fig 13 Cascata regolatoria di PGC1

26



PPARs

I PPARs sono fattori trascrizionali implicati nella regolazione dell’attivita ossidativa del
mitocondrio e possono indirizzare il metabolismo quando attivati dagli FFA e dai loro derivati (39).
I PPARs dopo aver formato un eterodimero con il retinoid X receptor (RXR) regolano la
trascrizione dei geni coinvolti nel metabolismo degli acidi grassi. Un aumento dell’attivita delle
isoforme PPAR o/d/y nel muscolo scheletrico ¢ dovuto all’azione del PGC1-a (40).

PPAR a: importante fattore di controllo della ossidazione degli acidi grassi, ¢ prevalentemente
espresso nel fegato ma anche nel cuore e nel muscolo.

PPAR &: sebbene abbia un'espressione ubiquitaria, PPARS ¢ piu abbondante nel muscolo
scheletrico (41); PPARS ¢ fortemente associato a PGC1 a e si ¢ dimostrato un potente attivatore di
geni implicati nel catabolismo degli FFA e nella termogenesi adattativa (39) e promuove lo switch
delle fibre muscolari da glicolitiche a ossidative (42,43). Un iper-espressione muscolare di PPAR
B/6 si ¢ dimostrata aumentare l'attivita di enzimi ossidativi come citrato sintasi o B-H-acil-CoA
deidrogenasi (44)

PPARYy: ¢ espresso in vari tessuti tra cui il tessuto adiposo dove ha un ruolo adipogenico e
lipogenico, modulando la trascrizione di numerosi geni coinvolti nel metabolismo lipidico (45-48).
Nel muscolo scheletrico in particolare ¢ stato dimostrato avere livelli di espressione proporzionali a

geni lipoossidativi (47).

(6{0).¢

La citocromo ¢ ossidasi o complesso IV ¢ 'ultimo complesso enzimatico coinvolto nella catena di
trasporto degli elettroni, ¢ enzima chiave e rappresenta uno dei principali siti di regolazione della
capacita ossidativa mitocondriale. E' un complesso enzimatico, localizzato nella membrana
mitocondriale interna (49). La citocromo ossidasi umana ¢ costituita da 13 subunita, le piu

voluminose delle quali, la I, la IT e la III, costituiscono il core catalitico dell’enzima e sono
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codificate dal DNA mitocondriale (50). Le altre subunita polipeptidiche alcune delle quali
modulano la catalisi, altre I’assemblaggio e la stabilita dell’intero enzima, sono codificate da geni
nucleari.

COX5b: ¢ l'enzima terminale della catena di trasporto degli elettroni, trasferisce elettroni dal
citocromo c ridotto all’ossigeno e, con questo processo, genera un gradiente elettrochimico
attraverso la membrana interna del mitocondrio (51).

COX2: ¢ la seconda subunita decodificata dal mtDNA del complesso IV della catena respiratoria.

La sub-unita II contiene un centro redox, CuA, e raccoglie gli elettroni dal ferro-citocromo b. (52)

GLUT4

Componente della famiglia dei glucose-transporters. II GLUT4 ¢ il principale trasportatore di
glucosio nei tessuti insulino-sensibili (muscolo scheletrico e cardiaco). E’ racchiuso in vescicole
intracellulari che in seguito allo stimolo insulinico si spostano verso la membrana plasmatica con
cui si fondono trasportando il glucosio dallo spazio interstiziale all’interno della cellula (5). E'
stata dimostrata una down regulation di GLUT4 in cellule muscolari scheletriche di topi sottoposti

a dieta grassa (53,54) e tale meccanismo ¢ mediato dall'attivazione di PPARS (54).

PFK
Enzima allosterico e inducibile della glicolisi. La fosfofruttochinasi catalizza la fosforilazione

ATP-dipendente del fruttosio 6-fosfato a fruttosio 1,6-bis fosfato (5)

LPL
L’enzima LPL ¢ situato sulla superficie luminale dell’endotelio capillare. La lipoprotein-lipasi
idrolizza circa il 90% dei trigliceridi dei chilomicroni e delle VLDL. Durante questo processo, gli

acidi grassi liberi diffondono nel liquido interstiziale e sono captati dalle cellule dei parenchimi in
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cui si ha I"ossidazione o il deposito sotto forma di triacilgliceroli. La lipasi lipoproteica ¢ attivata

da numerosi fattori, tra cui I’apoC-II e I’insulina (5)

CPT1

La lipo-ossidazione avviene nella matrice mitocondriale. Sebbene gli enzimi mitocondriali
coinvolti siano ossidasi, un passaggio limitante della beta-ossidazione ¢ il trasporto degli acidi
grassi dallo spazio citoplasmatico al mitocondrio stesso. Tale reazione ¢ catalizzata dalla carnitina-
palmitoil transferasi-I (CPT-I) che rappresenta quindi un importante bersaglio di studio per la
sono localizzate sulla membrana esterna del mitocondrio (55) La Carnitina palmitoyil-transferasi ¢
un sistema enzimatico che, in associazione con 1’acyl-CoA sintetasi e la Carnitina-acylcarnitina
translocasi, promuove il trasporto degli acidi grassi a lunga catena dal citosol alla matrice
mitocondriale per essere convogliate verso la beta-ossidazione con conseguente produzione di
energia (56)

I geni che regolano i processi ossidativi mitocondriali sono riassunti nella tabella 1.
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GENE

COXSb

COox2

PGC 1o

PGC 1B

PPARG
PPARy
PPARS

GLUT4

PFK

LPL

CPT1

PROTEINA
CODIFICATA

Enzima terminale della catena di
trasporto degli elettroni.

Seconda subunita decodificata
dal mtDNA del complesso [V
della catena respiratoria.

E' collocato nel nucleo della
cellula, ed ¢ espresso soprattutto
nei tessuti ricchi di mitocondri e
con un attivo metabolismo
ossidativo,

E espresso ad alti livelli nel
tessuto adiposo bruno e nel
muscolo cardiaco.

Fattori trascrizionali implicati
nella regolazione dell’attivita
ossidativa del mitocondrio.

Componente della famiglia dei
glucose-transporters.

Enzima allosterico e inducibile
della glicolisi.

L’enzima LPL ¢ situato sulla
superficie luminale
dell’endotelio capillare.

Le due forme isomeriche del
CPT 1 (CPT 1A e CPT1B)
sono localizzate sulla
membrana esterna del
mitocondrio

FUNZIONE

Trasferisce elettroni dal citocromo c ridotto all’ossigeno e,
genera un gradiente elettrochimico attraverso la membrana
interna del mitocondrio

La sub-unita II contiene un centro redox, CuA, e raccoglie
gli elettroni dal ferro-citocromo b

E' un cofattore trascrizionale che interagisce con un largo
numero di fattori trascrizionali (quali la famiglia dei
PPARs, COX 5b) coinvolti in numerose risposte
biologiche

E' un potente attivatore dell’espressione dei geni
mitocondriali, inclusi quelli che regolano la B-ossidazione
degli acidi grassi, ma ha scarsa capacita nell’attivazione
della gluconeogenesi

I PPARSs dopo aver formato un eterodimero con il retinoid
X receptor (RXR) regolano la trascrizione dei geni
coinvolti nel metabolismo degli acidi grassi. Un aumento
dell’attivita delle isoforme PPAR o/6/y nel muscolo
scheletrico ¢ dovuto all’azione del PGCl1-a

I GLUT4 ¢ il principale trasportatore di glucosio nei
tessuti insulino-sensibili (muscolo scheletrico e cardiaco).

La fosfofruttochinasi catalizza la fosforilazione ATP-
dipendente del fruttosio 6-fosfato a fruttosio 1,6-bis
fosfato

La lipoprotein-lipasi idrolizza circa il 90% dei trigliceridi
dei chilomicroni e delle VLDL.

La Carnitina palmitoyil-transferasi ¢ wun sistema
enzimatico che, in associazione con 1’acyl-CoA sintetasi ¢
la Carnitina-acylcarnitina translocasi, promuove il
trasporto degli acidi grassi a lunga catena dal citosol alla
matrice mitocondriale per essere convogliate verso la beta-
ossidazione con conseguente produzione di energia
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3.3 Il Controllo dell’espressione genica

L’alterata espressione di geni e di fattori trascrizionali si traduce sia in una minore biosintesi sia in
una dis-regolazione dell’attivita ossidativa dei mitocondri.

La regolazione dell’espressione genica nelle cellule eucariote ¢ un processo complesso. Esso si

realizza a tre livelli distinti :

I. I1 controllo della trascrizione
2. La regolazione della maturazione (Processing)
3. La realizzazione della sintesi proteica

I meccanismi di controllo a livello trascrizionale determinano se e per quanto tempo un gene deve
essere trascritto. Tale tappa ¢ regolata da fattori generali della trascrizione, ovvero proteine in
grado di legarsi a specifiche sequenze presenti in siti esterni alla regione codificante di un gene. La
sequenza regolatrice a monte piu vicina ¢ la TATA box, che ¢ il componente pit importante del
promotore di un gene ed il sito di assemblaggio del complesso di pre-inizio. L’attivita delle
proteine presenti sulla TATA box dipende dall’interazione dei fattori generali della trascrizione
con altre proteine legate a siti differenti, tra cui vari elementi regolatori ed elementi enhancer,
specifici del processo trascrizionale.

Queste proteine, denominate fattori specifici della trascrizione, si legano al DNA mediante un
numero limitato di motivi strutturali, quali lo “zinc-finger”, il “leucine zipper”, 1’ "helix-loop-
helix” e I’ "JHMG-box”, che consentono alle proteine di interagire con la doppia elica del DNA.
Alcuni fattori di trascrizione possono anche agire regolando la trascrizione con l’aggiunta di
gruppi metile in regioni regolative chiave.

11 controllo della maturazione determina la via attraverso la quale il pre-mRNA diventa un RNA
messaggero maturo che puo essere tradotto in un polipeptide. La regolazione avviene mediante un
processo di “splicing” (taglio degli esoni). Esiste inoltre un processo di “splicing alternativo”

grazie al quale un singolo gene puo codificare per due o piu proteine correlate.
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Infine, i meccanismi di controllo a livello della traduzione determinano quando, con quale
frequenza e per quanto tempo un particolare mRNA deve essere tradotto. La regolazione avviene
mediante varie fasi, fra cui la localizzazione nella cellula del’'mRNA e la sua longevita risulta

determinata dalla lunghezza della coda di poli(A) composta da circa 200 residui di adenosina (57).

3.4 Fattori che regolano la funzione mitocondriale

Fattori biochimici e ormonali, che includono i ROS, 1'ossido nitrico, ipossia e ormoni tiroidei
possono modulare la funzione metabolica e molecolare dei mitocondri. (58-61).

Ci sono evidenze che 1'NO prodotto da eNOS aumenta la biogenesi mitocondriale, il metabolismo
ossidativo e la produzione di ATP in diversi tipi di cellule incluso quelle muscolari (58-61).

Ma anche disponibilita di substrati e l'insulina influisce sulla biogenesi mitocondriale, il cui
sistema di controllo, che non ¢ stato ancora completamente chiarito, richiede la partecipazione e la
coordinazione dei genomi nucleare e mitocondriale.

Eta L'eta ¢ un processo di irreversibile declino delle funzioni fiosiologiche nel tempo. Con I'eta la
massa grassa tende gradualmente ad aumentare e la spesa energetica giornaliera e l'attivita fisica
tendono a ridursi. Una ridotta spesa energetica con l'eta riduce la richiesta di ATP e conduce ad
una ridotta capacita ossidativa. Diversi studi condotti su animali sono concordi nel dimostrare una
ridotta capacita ossidativa mitocondriale legata all'eta. I dati nell'uomo sono controversi sebbene
diversi studi hanno identificato i vari pathways coinvolti: 1) ridotta attivita degli enzimi chiave
dell'ossidazione mitocondriale (cyt ¢ ox e Citrato S) 2) ridotta produzione di ATP mitocondriale 3)
riduzione della subf dell'ATP-sintasi 4) ridotta densita mitocondriale 5) alterazioni nella sintesi
proteica mitocondriale. Rimane controverso se la riduzione della capacita ossidativa legata all'eta

sia dovuta all'eta di per se o a condizioni legate allo stile di vita.(22)
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Stress ossidativo I radicali liberi sono molecole altamente reattive che vengono prodotte a livello
cellulare sia durante i normali processi metabolici sia in seguito a stimoli esterni e stress di vario
genere. Sono soprattutto le specie reattive dell’ossigeno (ROS) a giocare un ruolo chiave nel
danneggiamento cellulare. I mitocondri rappresentano non soltanto i maggiori produttori di
radicali liberi, ma sono anche il principale bersaglio dei loro effetti dannosi in quanto piu
suscettibili sia perché piu prossimi alla fonte di radicali liberi sia perché non protetti da istoni. |
ROS hanno una breve emivita e possono rapidamente interagire con il DNA, causando mutazioni
puntiformi, e con proteine e lipidi incrementando la formazione di prodotti ossidati. Le membrane
mitocondriali e il DNA sono particolarmente suscettibili all’azione dei ROS ma i danni possono
coinvolgere tutte le strutture cellulari. L’ossidazione proteica puo alterare la struttura e la funzione,
riducendo D’attivita catalitica di enzimi, 1’integrita strutturale e interrompendo pathways regolatori.
Gli FFA sono particolarmente proni all’ossidazione e alla formazione di perossidi lipidici. Questo
determina alterazioni delle componenti della membrana che conduce alla disfunzione e morte
cellulare per apoptosi. Sebbene le conseguenze dello stress ossidativo siano chiare, il
coinvolgimento della disfunzione mitocondriale nell’aumentare la produzione dei ROS associata a
disordini metabolici ¢ ancora dibattuta. Chanseaume et al hanno infatti mostrato che I’attivita
ossidativa mitocondriale in ratti che ricevono dieta ad alta energia sono associati a riduzione della

produzione di anione superossido mitocondriale (62).

4. Insulino-resistenza e Disfunzione mitocondriale: quid prius?

Una riduzione dell'espressione dei geni mitocondriali associata a riduzione di NRF1 e PGCla ¢
stata riportata nel muscolo scheletrico di soggetti con insulino-resistenza o con DM2 (18,63-65).
Studi piu recenti di Kelley e coll. hanno dimostrato su campioni bioptici di muscolo scheletrico di

soggetti insulino-resistenti (diabete tipo II o obesita) una riduzione del numero e delle dimensioni

33



dei mitocondri e dell’attivita degli enzimi ossidativi rispetto ad un gruppo di controllo di soggetti
sani e normopeso (66).

I dati presenti in letteratura evidenziano, quindi, una stretta relazione tra insulinoresistenza e
disfunzione mitocondriale ma non consentono di stabilire un preciso nesso di causalita. E’
possibile che 1’alterazione mitocondriale costituisca un difetto primitivo, geneticamente
determinato che, attraverso 1’accumulo intracellulare dei lipidi, porta allo sviluppo dell’insulino-
resistenza. E’ possibile, d’altra parte, che fattori ambientali sfavorevoli (sedentarieta,
iperalimentazione) inducano insulino-resistenza con alterazione della capacita dell’insulina di
regolare 1 processi ossidativi mitocondriali; in questo caso il difetto mitocondriale sarebbe la

conseguenza dell’insulino-resistenza (figura 14).

Fattori Ereditari

Polimorfismo di sequenze primarie

—’“ Mitocondrio
Ridotta A%fo%%
espressione
di PGCl1 Ridotta trascrizione
di geni del metabolismo
ossidativo

Accumulo di
grassi nei tessuti

Fattori Ambientali
*Eta

«Inattivita
eIperalimentazione
*Qualita dei nutrienti

IR

Obesita
Diabete

Figural4. Riduzione dell’espressione dei geni del metabolismo ossidativo in soggetti con

insulino- resistenza
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4.1 Fattori genetici

Recentemente ¢ stata avanzata l'ipotesi che I’insulino-resistenza nel muscolo scheletrico sia
legata ad un difetto primario della biogenesi e dell'ossidazione dei mitocondri nel muscolo
scheletrico con formazione di intermedi tossici degli acidi grassi che interferiscono con la
trasmissione del segnale insulinico (17,24,67-69). In questo costrutto, la disfunzione
mitocondriale avrebbe un ruolo primario nella fisiopatologia dell'insulino-resistenza (70). Per
verificare ’ipotesi, sono stati studiati i familiari di primo grado di pazienti con diabete tipo 2 allo
scopo di valutarne la funzione mitocondriale del muscolo scheletrico rispetto ad un gruppo di
controllo senza familiarita per diabete. I soggetti con familiarita positiva per diabete hanno
mostrato una significativa riduzione del metabolismo non ossidativo del glucosio e un aumentato
contenuto di lipidi intramiocellulari (65). In aggiunta, rispetto ai controlli, questi soggetti
presentavano una ridotta sintesi di ATP muscolare in risposta alla stimolazione insulinica, misurata
con risonanza magnetica spettroscopica (MRS). Questa misura riflette un alterata attivita basale
della fosforilazione ossidativa (65,71). Inoltre, nei soggetti insulinoresistenti con familiarita
positiva per diabete ¢ stata documentata una ridotta densita e un ridotto contenuto mitocondriale
(72). Studi che hanno impiegato 1’analisi del mRNA, hanno studiato il profilo di espressione
genica di soggetti normali confrontati con diabetici e parenti di diabetici. Mentre 1’espressione di
nfK1, regolatore chiave della biogenesi mitocondriale ¢ down regolato solo nei diabetici,
I’espressione di PGCla e b ¢ down regolata anche nei soggetti non diabetici con storia familiare

positiva di diabete.
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5. Fattori Ambientali e funzione mitocondriale

5.1 Attivita fisica

E’ ampiamente documentato che 1’attivita fisica e, viceversa, uno stile di vita sedentario hanno un
forte impatto sulla capacita ossidativa mitocondriale del muscolo scheletrico. Un recente studio di
Ling e coll. condotto su gemelli omozigoti ha dimostrato che Dattivitd dei geni ossidativi
mitocondriali (PGC-1a e PGC-1p), valutata su campioni di biopsia muscolare, ¢ influenzata oltre
che da fattori genetici, anche da fattori legati allo stile di vita, quali il sesso, il peso alla nascita,
I’eta e la capacita aerobica (73).

L'esercizio fisico migliora l'azione dell'insulina e la tolleranza al glucosio in soggetti insulino-
resistenti e in modelli animali di insulino-resistenza (74,75). Vi sono solide evidenze che 1'esercizio
aerobico stimola la biogenesi mitocondriale mediante un’aumentata espressione di PGC1, NRF e
TFAM ripristinando il corretto rapporto tra i vari tipi di fibre muscolari, aumenta il volume dei
mitocondri e ne ripristina una corretta disposizione SS; tutto questo si associa da un punto di vista
clinico alla riduzione di peso in soggetti obesi (76, 77). L'esercizio di durata aumenta le dimensioni
e il numero dei mitocondri e l'attivita ossidativa contribuendo a migliorare il metabolismo del
glucosio (78). Un'aumentata espressione di eNOS indotta dall'attivita fisica pud stimolare la
biogenesi mitocondriale (79,80). Un'attivita fisica intenso-moderata (incremento della VO, del
20%), associato ad una limitata perdita di peso (~10%), migliora l'insulino-sensibilita attraverso un
aumento (di circa il 60%) dell’attivita degli enzimi della catena respiratoria mitocondriale (senza
modifiche del contenuto DNAmit) in soggetti obesi che conducevano uno stile di vita sedentario
(81) Questi dati sono confermati da Mustelin e coll che, in un recente studio condotto su gemelli
omozigoti discordanti per obesitd, hanno dimostrato che indipendentemente da fattori genetici,
I'obesita € associata a scarsa fitness, minore sensibilita insulinica e ridotti livelli di trascrizione dei
geni coinvolti nella fosforilazione ossidativa (82). Un altro studio condotto da Rimbert e coll. su

soggetti selezionati rigorosamente per eta e attivita fisica, ha esplorato quali effetti I’attivita fisica e
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I’eta potessero avere sul metabolismo ossidativo del muscolo scheletrico: 1 risultati mostrano che
I’attivita ossidativa dei mitocondri del muscolo, e la risultante capacita ossidativa dei grassi, era
influenzata dal livello di inattivita fisica piu che dall’eta (83) Piu recentemente Fatone e coll hanno
dimostrato che l'attivita fisica strutturata ¢ in grado di migliorare il compenso glicemico e indurre
modifiche dell'espressione genica in soggetti con DM2 e SM. In particolare 2 sessioni di attivita
fisica settimanale sono sufficienti ad incrementare l'espressione di PPARa (6m) e PPARy (6 e 12) e
migliorare la fitness CV ma non sufficienti ad indurre un aumento del DNA mit come si evince dai

livelli di PGC1, regolatore della biogenesi, che rimane sostanzialmente invariato (84).

5.2 Nutrienti

Anche lo stato nutrizionale (es. I'obesitd) e i nutrienti possono contribuire a regolare la capacita
ossidativa mitocondriale. E ormai riconosciuto che i nutrienti, attraverso 1’interazione con i fattori
di trascrizione, sono in grado di regolare I’espressione di geni responsabili di importanti processi
biologici. Negli ultimi anni si sono affermate nuove discipline nel campo della nutrizione quali la
“nutrigenomica” e la “nutrigenetica” che esaminano, rispettivamente, 1’impatto dei nutrienti sul
genoma e come le differenze genetiche interindividuali possono influenzare la risposta ad
interventi nutrizionali (23). Particolarmente importante nell’ambito della nutrigenomica, ¢ la
possibilita di comprendere se e attraverso quali meccanismi i diversi nutrienti possono influenzare
1 processi metabolici del muscolo scheletrico.

La prevalenza del DM2 ¢ aumentata nelle societa occidentali e questo ¢ anche il risultato di un
eccessivo introito alimentare (85). Nei tessuti periferici I’iperafflusso dei nutrienti conduce ad una
deposizione di grasso ectopico, danno da ROS e disfunzione d'organo, alterazioni definite
“glucotossicita”, per indicare il danno indotto dall'iperglicemia cronica e lipotossicita per indicare

il danno indotto dall’aumento cronico degli acidi grassi (86).
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11 pathway cellulare evocato per spiegare la glucotoossicita, deriva da un overload di elettroni, con
aumento della produzione di superossido mitocondriale (87-88). I muscolo scheletrico riduce
l'uptake di glucosio attraverso una down-regulation dei trasportatori del glucosio.

Mentre il ruolo dell'iperglicemia per se nello sviluppo delle alterazioni della funzione mitocondriale
non ¢ stato chiarito, il meccanismo attraverso cui l'eccesso di grassi promuove un danno
dell'ossidazione mitocondriale ¢ stato ampiamente investigato (89-97).

Il processo ¢ evidente in individui magri e sani sottoposti per breve tempo a dieta ricca di grassi
(89). Gli acidi grassi intracellulari provocano perossidi lipidici in presenza di ROS e questo ¢
causa di un danno ossidativo mitocondriale (90,91). L'accumulo di IMCL di per se non ¢
sufficiente a evocare un danno mitocondriale poiche ¢ stato osservato un accumulo di IMCL anche
in atleti di resistenza che perd presentano una forte capacita ossidativa (92,93) e sono
generalmente insulino-sensibili (94). L’ipotesi formulata per spiegare questo paradosso ¢ che 1'IR
indotta dai grassi si associa ad un incapacita a catabolizzare questo eccesso di IMCL e ad una
predisposizione alla formazione di perossidi lipidici (95). Studi sul profilo di espressione genica
mostrano ’induzione dei geni che codificano per l'ossidazione degli acidi grassi negli atleti di
resistenza (96) e una upregolazione dei geni che codificano per la deposizione dei grassi nei
soggetti sedentari alimentati da dieta grassa (89). Negli atleti ¢ stata inoltre anche dimostrata una
fosforilazione ossidativa disaccoppiata nel muscolo scheletrico che spiega I'aumento della beta
ossidazione associato ad un ridotto stress ossidativo (92,97).

L'overnutrition include anche un eccessivo intake proteico con un eccesso di aminoacidi circolanti.
Un aumento degli aminoacidi circolanti ¢ chiaramente correlato all'IR (98) ma il loro ruolo nella
modulazione del metabolismo mitocondriale non ¢ stato esplorato.

Modifiche dell”'intake dietetico possono ridurre I'IR del muscolo scheletrico in condizioni di

obesita. E’ noto che Un intervento dietetico la restrizione calorica migliorare I'[S nell'uvomo (100-
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102), upregola la biogenesi mitocondriale, aumentare il consumo di O2 e la produzione di ATP nel

muscolo scheletrico attraverso l'espressione di eNOS.

5.3 Grassi alimentari

Recenti studi hanno dimostrato che ratti alimentati con dieta ad alto contenuto in grassi o ad alto
contenuto in saccarosio presentano una ridotta espressione dei geni ossidativi mitocondriali (102).
Sparks e coll hanno documentato una riduzione del ~90% dell’espressione di PGC-1la e PGC-1
nei topi alimentati per tre settimane con una dieta fortemente iperlipidica (45% delle Kcal totali).
Gli stessi autori hanno confermato queste osservazioni nell’'uomo dimostrando che in soggetti sani
sottoposti per tre giorni ad una dieta iperlipidica (50% delle calorie totali) si verificava una
significativa riduzione (20-25%) dell’espressione dei geni PGC-la e PGC-1B e di altri geni
regolatori dei processi ossidativi) (103).

Gli effetti del consumo di una dieta grassa sul metabolismo energetico mitocondriale del muscolo
scheletrico e sulla tolleranza al glucosio ¢ stata indagata nei ratti (104). Dopo 24 ore di
alimentazione grassa, la sintesi di ATP, misurata con 3P MRS saturation transfer, ¢ risultata
marcatamente depressa. Protraendo l'alimentazione grassa si verifica un transitorio ripristino della
sintesi di ATP e una cessazione dell'accumulo di IMCL; tuttavia dopo 4 settimane di dieta
iperlipidica si manifesta un progressivo deterioramento della sintesi di ATP e un aumento
dell'accumulo di IMCL. Il ritorno ad una dieta normale ¢ sufficiente ad annullare dopo 4 settimane
1 danni mitocondriali e l'accumulo di IMCL e a ripristinare una normale tolleranza al glucosio.
Questi dati suggeriscono un buon grado di plasticita del sistema che lo rende reversibile almeno in
acuto (104); questa reversibilita ¢ in accordo con gli studi che mostrano evidenti benefici della
restrizione calorica associata a esercizio fisico sulla capacita respiratoria (105).

Queste interessanti osservazioni ottenute nell’animale sperimentale sono state confermate

nell’'uvomo. Particolarmente importante ¢ lo studio di Richardson e coll. che dimostra come
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I’infusione di un’emulsione lipidica per 48 ore in soggetti sani riduce 1’espressione dei geni
mitocondriali nel muscolo scheletrico, in particolare del PGC-1, ed aumenta 1’espressione dei geni
della matrice extracellulare, quali collagene, fibronectina, proteoglicani, trombospondine, che sono
caratteristici di una risposta infiammatoria (106). Questi dati supportano il concetto che la dieta
grassa, attraverso la downregulation dei geni ossidativi del muscolo scheletrico e ' upregulation dei
geni infiammatori, riduce 1' insulino sensibilita con conseguente alterazione della disponibilita di
glucosio stimulato da insulina nel muscolo scheletrico.

La riduzione dell’attivita ossidativa mitocondriale indotta dal sovraccarico lipidico potrebbe
contribuire a spiegare il dato ben consolidato in letteratura che 1’eccessivo introito di grassi riduce
I’azione insulinica portando allo sviluppo di insulinoresistenza. E’ importante tuttavia tener
presente che 1 grassi non sono tutti uguali cosi come diverso ¢ I’impatto che essi possono esercitare
su alcune funzioni biologiche (sensibilita insulinica, inflammazione, tono vascolare ecc.). Tale
affermazione trova conferma nei dati dello studio KANWU, un importante studio d’intervento
multicentrico europeo volto a valutare I’impatto dei diversi tipi di grassi alimentari sulla sensibilita
insulinica, sul profilo lipidico, sulla pressione arteriosa. I risultati di questo studio dimostrano che
la dieta ricca in grassi saturi (17% delle calorie totali) ha un effetto sfavorevole, mentre il consumo
di grassi monoinsaturi (23% delle calorie totali) esercita un effetto favorevole sulla sensibilita
insulinica quando il contenuto di lipidi totali ¢ uguale o inferiore al 37% delle calorie totali,
percentuale al di sopra della quale si perde ’effetto differenziale legato alla qualita dei grassi
(107).

Poiché vi ¢ una stretta relazione tra la funzione mitocondriale e la sensibilita insulinica, ¢ possibile
ipotizzare che 1 grassi alimentari influenzino la sensibilita insulinica attraverso la loro capacita di
modulare geni regolatori dei processi ossidativi mitocondriali.

Uno studio condotto su miotubi umani ha evidenziato che I'esposizione ai grassi saturi (palmitato)

downregola l'espressione del gene PGCI1p ma non ha alcun effetto sull'espressione di PGCla;
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l'espressione di PGC1 o aumenta da 2 a 3 volte dopo grassi insaturi (oleato) mentre PGC1p resta
immodificata. Parallelamente, l'attivita mitocondriale, misurata attraverso il dosaggio del 3-4,5
dimetil tiazol 2yl-2,5 difenil terazolio bromide , ¢ aumentata dagli FA insaturi mentre ¢ alterata dai
SAFA (108). Studi in culture di cellule muscolari scheletriche dimostrano che i SAFA rispetto ai
MUFA riducono l'espressione di PGCla nonche I'espressione e la funzione dei geni

mitocondriali(109) mediante meccanismi che coinvolgono MAPK (109,110).
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6 Scopo

Il presente programma di ricerca ha l'obiettivo di valutare l'impatto di differenti interventi
nutrizionali sull'espressione dei geni mitocondriali e dei geni che regolano la funzione o la
replicazione mitocondriale nel muscolo scheletrico nell'uomo.

Il progetto si articola in due fasi: 1) studio in acuto su volontari sani per valutare 1'effetto di pasti con
diversa composizione in lipidi (grassi saturi, grassi monoinsaturi ¢ pasto mediterraneo) sul profilo
trascrizionale ; 2) studio a medio termine in pazienti con diabete mellito tipo 2 per valutare e
confrontare gli effetti di diversi interventi nutrizionali (dieta relativamente ricca in carboidrati e
fibre e a basso indice glicemico (Dieta Mediterranea) e di una ricca in acidi grassi monoinsaturi
(Dieta ricca in MUFA/ povera in CHO) da sole ed in associazione con un programma di attivita

fisica sull'espressione genica.
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7 Studio 1

Effetti di pasti con differenti grassi alimentari sull’espressione dei geni del

metabolismo ossidativo del muscolo scheletrico nell’uomo: studio in acuto

7.1 Disegno sperimentale
7.1.1 SOGGETTI STUDIATI

Hanno partecipato allo studio 10 volontari sani, 7 maschi e 3 femmine, eta media 29+3 anni, IMC
25.043 kg /m2, le cui ,aratteristiche sono riportate nella Tabella 2) reclutati tra gli studenti
dell'Universita Federico II di Napoli. Tutti i soggetti presentavano normale tolleranza al glucosio e
normale profilo lipidico. Nessuno aveva storia o sintomi di malattia o assumeva farmaci. Nessuno

dei partecipanti era impegnato in attivita fisica di tipo agonistico.

Sesso M/F (n) 7/3
Eta (anni) 20+3
IMC (kg/m?) 25.0+3
Colesterolo totale (mg/dl) 154+22
Colesterolo-HDL (mg/dl) 51+£19
Trigliceridi (mg/dl) 52+16
Glicemia (mg/dl) 83+11
M +DS
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7.1.2 PROCEDURA SPERIMENTALE

I partecipanti sono stati studiati in tre diverse occasioni, a distanza di almeno 7 giorni. Nei tre
giorni precedenti il test, tutti i volontari hanno seguito una dieta standard (2100 Kcal/die — proteine
17% - lipidi 25% - glucidi 57%)e il loro grado di adesione ¢ stata valutato attraverso il 24-h dietary
record. Prima dell’esecuzione del pasto test, un'agocannula 20 G ¢ stata inserita in una vena del
braccio per il campionamento del sangue e, dopo avere effettuato i prelievi basali, 1 partecipanti
sono stati sottoposti ad ago aspirato muscolare (FNA) secondo le modalita descritte di seguito.
Completate le valutazioni basali, 1 partecipanti hanno consumato nell’arco di circa venti minuti
uno dei tre pasti (Mediterrano, SAFA, MUFA, Tabella 3) in ordine random (). Prima e ai tempi
tempi 60°, 120° e 180" del pasto sono stati effettuati i prelievi per la determinazione dei livelli di
glicemia, trigliceridi e acidi grassi liberi. Al tempo 180’ ¢ stato effettuato un secondo ago aspirato

del muscolo vasto laterale.

7.1.3 COMPOSIZIONE DEI PASTI

I tre pasti avevano uguale valore calorico (circa 970 Kcal) ma diversa composizione in
macronutrienti e qualita dei grassi : un pasto ricco in grassi saturi (SAFA con una quota lipidica pari
al 67% cal tot, di cui 36% saturi) e un pasto ricco in grassi monoinsaturi (MUFA, contenente il 63%
lipidi, di cui 37% monoinsaturi) sono stati confrontati con un pasto di riferimento, pasto
mediterraneo (MED con lipidi totali 29%). Le caratteristiche bromatologiche dei tre pasti sono
riportate nella tabella 3. I pasti sono stati preparati presso il Laboratorio di Dietetica del
Dipartimento di Clinica Medica dell’Universita degli Studi di Napoli “Federico II”, congelati, e

riscaldati al momento della somministrazione.
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Pasto MED
Pasta 70g

Fagioli 110 g
Prosciutto 37 g
Olio di Oliva 20 g
Mela 200 g

TOTALE

Pasto SAFA
Pane 110 g
Uova 120 g
Formaggio 20 g
Burro 60 g

TOTALE

Pasto MUFA

Patate 300 g

Uova 60 g
Parmigiano 25 g
Latte parzialmente
scremato 30g

Olio di Oliva 50 g

Pangrattato 10 g

Prosciutto cotto 30 g

TOTALE

Proteine

(@

7,6
25,9

9,6

0,6

43,8

9,3
14,8
5,1
0,4

29,8

6,3

7,4

8,3

1,1

6,6

30,9

Lipidi Totali
()

0,9
2,2
82
19,9
0,2

31,6

5,5

10,4
6,4
50

72,3

5,2

0,4

49,9
0,1
1,3

67,1

Grassi Saturi

@

0,1
0,4
2,7

2,8

6,2

22

3,8

29,2

39,3

0,5

1,9

4,6

0,2

7,2

0,4

14
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Grassi

Monoinsaturi (g)

0,1
0,1
3,7

14,5

18,5

3,1
1,8
14,2

19,1

0,1

1,5

2,2

0,1

36,4

0,5

38,1

Carboidrati
(@

55,3

55,8

27,4

138,6

51,2

0,6

51,9

54

tr

tr

L5

7,7

0,3

63,5

Kecal

247,1
3333
113,2
179,8
106,0

979,4

279,1
153,6
78,4
454,8

965,9

255

76,8

96,7

13,8

4495

35,4

39,6

966,8



TABELLA 3. Caratteristiche bromatologiche dei tre pasti

7.1.4 METODI ANALITICI

Le concentrazioni plasmatiche di colesterolo totale, colesterolo HDL, glicemia, trigliceridi e acidi
grassi liberi, sono state determinate con metodi standard. Il colesterolo LDL ¢ stato calcolato con la

formula di Friedewald.

7.1.5 ASPIRATO MUSCOLARE CON AGO SOTTILE “FINE NEEDLE ASPIRATION” (FNA)

La determinazione della espressione genica ¢ stata effettuata su RNA estratto da cellule muscolari
scheletriche ottenute dal muscolo vasto laterale mediante tecnica non invasiva “Fine Needle

Aspiration” (FNA).

La tecnica “Fine Needle Aspiration” (FNA) consiste nell’ottenere piccoli campioni di aspirato
muscolare tramite un ago sottile di circa 22 gauge (Becton Dickinson, Madrid) che viene inserito
nella parte mediale del muscolo vasto laterale (figura 14). L’aspirazione viene effettuata
mantenendo una siringa di circa 60 ml nella sua massima estensione per 2 minuti tramite un
supporto fermo. Il materiale prelevato viene immerso in una provetta contenente una soluzione di
RLT (Quiagen GmbH, Hilden, Germany) diluita 1:3 in dietil pirocarbonato. Il materiale prelevato
era immediatamente congelato a -80°C per le successive determinazioni presso 1’Unita Operativa
del Dipartimento di Chimica Biologica “G.Fornaini” dell’Universita di Urbino “Carlo Bo”. La
procedura richiede circa 3 minuti, ¢ indolore e non invasiva. Il prelievo veniva effettuato a digiuno

(T 0) e a tre ore dopo il pasto-test (T 180).
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7.1.6 ESTRAZIONE DELL' ACIDO NUCLEICO

Al momento della determinazione, il tessuto muscolare ¢ rapidamente scongelato e incubato con 0.2
mg ml 1 di Proteinasi K a 55 °C per 10 min. Successivamente, il DNA e I' RNA totale sono co-
purificati usando micro colonne in silicio mediante un Kit RNeasy Micro (Qiagen) secondo

istruzioni del costruttore (111).

Retto femorale

Vasto laterale

Yasto mediale

Figura 14 Muscolo della coscia

7.1.7 TECNICA “MULTIPLEXED TANDEM REAL-TIME PCR”

L’RNA totale estratto, viene retrotrascritto in presenza di primers specifici per i geni in esame, €
utilizzato per valutare I’espressione genica attraverso la tecnica “Multiplexed Tandem real-time
PCR?”, che consente di ottenere simultaneamente la quantificazione dell’espressione di diversi geni
a partire da frammenti di RNA (111) (tabella 4). I livelli di espressione di GAPDH, actine ¢ B2M
sono usati per normalizzare 1'espressione genica.

Dall' analisi dei livelli di espressione genica troviamo che i livelli di espressione si modificano

significativamente in risposta ai differenti pasti pertanto GAPDH ¢ stato rimosso dai geni usati per
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la normalizzazione. Real-time PCR amplifications ¢ stata effettuata usando Light-Cycler 480 SYBR

Green I Master (Roche, Basilea, Switzerland) in accordo con le istruzioni del produttore.

18S

GAPDH

p2m

PGC-1a

PGC-1p

(6{0).411

COXVb

GLUT-4

NRF-1

NRF-2

ERR-a

PFK

LPL

CPT-1

PPARa

PPARy

PPARS

CLS1

TFAM

accataaacgatgccgacc

aaatcaagtggggcgatgc

tgactttgtcacagcccaag

aatatcagcacgagaggctg

ctaaaagtcaacggcecttgtg

attcctagaaccaggcgac

acaatgtactggccccaaagg

tcagagactccaggatcggt

gaaacttcgagccacgttag

atgtctgcagtgtgaaggca

tgacagtccaaagggttccteg

tcatgacccatgaagagcacc

ttcatggtgatccatggctg

tcagttgcatccagagatge

ggaagctttggctttacgga

caatcaaagtggagcctgca

aagacagatgcaccaacgag

gaaactgggccaatcaaaga

aggatcttctacgtcgeac

tgactcaacacgggaaacct

aaatcaagtggggcgatgct

gatcgagacatgtaagcage

tgcacagtaaatctgeggga

ctacataagcacctcacctcg

agatgcaattcccggacgt

acaatgtactggccccaaagg

gagctacaatgagacgtggct

ctttggagaatgtggtocgt

agctaaagcatgtgtgectg

acgagtgtgagatcaccaagc

cgagttggtatcttcaccggt

atgtcattgtggtggactgg

agacatctctgcccaagctt

tcggtgacttatcetgtggt

tgcttgtaaggatgcaagg

tgtagaggtccatctgegtt

atccttgctatgecactgcet

tcacaatggataggcacagg

gctccaccaactaagaacg

tgctgatgatcttgaggcetg

caacatggagacagcactc

ttegtttgacctgegecaaag

tgtagcgtatgagttgcacc

catgaaactgtggtttgctee

ttgtaatgggctccacage

aaatcatgccgeccacggaa

agactggaattccgtcgatg

ctgctetttgecagteaac

ccgeegettgtacttetg

gttcccgaaagtecttgeac

tcagacttcctgaatgcca

tcctggaattctttggecag

cgaatcgttcgeccgaaagaa

atgagacatccccactgcaa

atgaacaccgtagtggaagce

aaactggagcetgccaaagaa

tggcagaagtccatgaget

Tabella 4 Primer usati per Multiplexed Tandem real-time RT-PCR
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7.2 Analisi Statistica

I dati sono espressi come Media = DS. Le differenze tra i tre pasti sono state valutate con analisi
ANOVA. In caso di differenze, ¢ stata eseguita un analisi post hoc di Duncan per confronti a
coppie. L'analisi multipla discriminante tra gruppo SAFA, MUFA e MED, dei livelli di espressione
di mRNA normalizzato, prima e dopo i pasti, ¢ stata effettuata usando SPSS per Windows 8.0

(SPSS, Inc., Chicago, IL). E stato considerato significativo un valore di p < 0,05.

7.3 Risultati

I livelli di glucosio, FFA e trigliceridi dopo i tre pasti sono mostrati nella Figura 15. I livelli
glicemici si riducono lievemente dopo 1 pasti senza differenze tra i 3 pasti. Gli FFA si riducono 1
ora dopo 1 pasti and restano soppressi dopo il pasto MED mentre ritornano ai livelli basali con 1
pasti SAFA e MUFA. I livelli di FFA sono significativamente piu elevati in risposta al pasto grasso
rispetto al pasto MED (MED vs MUFA: p= 0.031 T60; p=0.003 T120; p<0.0001 T180; MED vs
SAFA p=0.041 T120, p<0.0001 T180). I valori di trigliceridi plasmatici sono quasi raddoppiati nel

periodo postprandiale senza differenze tra i tre pasti.
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Glucosio FFA Trigliceridi
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* p=0.031 MED vs MUFA
° p=0.041 MED vs SAFA; p=0.003 MED vs MUFA
¢ p<0.0001 MED vs SAFA; p<0.0001 MED vs MUFA
Pasto MED — Pasto MUFA — Pasto SAFA

Figura 15 Profilo di glucosio, FFA e trigliceridi dopo 1 3 pasti

7.3.1 Analisi dell'espressione dei livelli di mRNA muscolare

Il profilo transcrizionale dei principali geni mitocondriali in risposta ai differenti pasti € mostrato
nella Figura 16. Dopo il pasto MED c'¢ un chiaro trend verso I’aumento dell' espressione dei geni
analizzati, eccetto per PGCla, che mostra una lieve e non significativa riduzione. Il pasto MUFA ¢
associato con una riduzione statisticamente significativa dell' espressione del fattore di trascrizione
PPARS (p<0.006) mentre PPARY and PPARa non si modificano. Riguardo 1' espressione dei geni
che regolano la biogenesi mitocondriale, osserviamo un significativo incremento nei levelli di PGC-
1B che tende a raddoppiare (p=0.02) e una lieve ma non significativa riduzione di PGCla. Inoltre,
ne ' espressione dei geni COX5b e COX2, che codificano per I' enzima citocromo ¢ ossidasi, ne

l'espressione del gene GLUT4, che codifica per il trasportatore del glucosio, si modificano con il
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pasto MUFA. Un pattern completamente differente si osserva dopo pasto SAFA. L'espressione sia
di PGCla che PGCI1PB e PPAR a tende a ridursi raggiungendo una differenza statisticamente
significativa per PPAR a (p<0.001). Piu interessante ¢ l'espressione dei geni COX che risulta
marcatamente ridotta (p<0.001 per COX2 and p = 0.0006 per COXS5Db). In aggiunta, il pasto SAFA
¢ associato con una significativa riduzione della trascrizione di PFK (p<0.003), LPL (p =0.002) e
GLUT 4 (p =0.009).

Il confronto delle variazioni dell'espressione genica tra i pasti MUFA, SAFA e MED non mostra
significative modifiche nei livelli di espressione dei singoli geni. Abbiamo, quindi, valutato se i tre
pasti inducessero una diversa co-regulation di geni multipli mediante I'uso dell' analisi multipla
discriminante. Questo approccio mostra, con una capacita discriminante dell’ 80%. che il profilo
trascrizionale dei tre pasti ¢ diverso. Pertanto, l'analisi intra-gruppo evidenzia una significativa
down-regulation, a livello delI'mRNA, dei geni ossidativi solo dopo pasto SAFA, mentre |' analisi

globale identifica un differente adattamento dell' mRNA in risposta ai tre pasti (Figura 17).
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Figura 16 Profilo transcrizionale dei principali geni mitocondriali in risposta ai differenti pasti
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7.4 Discussone

Il presente studio dimostra che pasti con differente composizione sono capaci di modulare
acutamente 1’espressione dei geni coinvolti nella biogenesi e nella funzione mitocondriale in
soggetti sani. In particolare, 1’analisi del’mRNA con real-time PCR, mostra una tendenza

om

all’aumento dell’ espressione dei geni mitocondriali dopo pasto MED suggerendo un’"attivazione"
di pathways metabolici in risposta ad un’aumentata disponibilita di substrati. Il pasto MUFA si
associa ad un significativo aumento dei livelli di mRNA di PGC-1B (p=0.02) mentre nessuna
modifica rilevante si osserva nell’ espressione dei geni ossidativi. Al contrario, il pasto SAFA
mostra una down-regulation di quasi tutti 1 geni analizzati con una marcata riduzione dell’ mRNA
dei geni che regolano 1’attivita ossidativa mitocondriale. Infatti, I’espressione di COX2 e COX5b
che codificano per la citocromo c ossidasi - enzima chiave della catena di trasporto degli elettroni -
¢ ridotta del 70% dopo pasto SAFA.

Sebbene tra i tre pasti non vi siano significative differenze nei livelli di espressione dei singoli geni,
I’analisi lineare multipla discriminante dimostra 1’induzione di 3 gruppi di geni co-regolati in
risposta alla somministrazione dei pasti. Tali adattamenti probabilmente indicano una minima ma
multipla regolazione dell’mRNA che non viene apprezzata quando gli mRNA vengono analizzati
individualmente. Da questa analisi si evidenzia che il pasto MED induce un programma di
espressione dell’'mRNA chiaramente distinguibile dai pasti grassi ed, inoltre, che il meccanismo di
adattamento dei geni in risposta ai due pasti grassi SAFA e MUFA mostra dei tratti sovrapposti.
Diversi studi hanno mostrato una marcata modifica della funzione mitocondriale sia nell’animale
sperimentale (103, 112) che nell’'uomo quando sottoposti ad infusione di un’emulsione lipidica o a

dieta grassa (103,106, 113). Sparks et al. per primi hanno mostrato che topi alimentati con dieta

grassa per 3 settimane presentano una down-regulation dei geni coinvolti nella fosforilazione
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ossidativa mitocondriale (103). Gli stessi autori hanno confermato questi risultati in volontari sani
dimostrando che il consumo per 3 giorni di una dieta iperlipidica (50% delle kcal totali) riduceva
I’espressione di PGCla e PGCI e dei geni target ossidativi, rispetto ad una dieta di riferimento
(103).

Studi successivi hanno ampliato queste osservazioni dimostrando che la dieta grassa induce
disfunzione mitocondriale e, parallelamente, una concomitante riduzione della insulino sensibilita
(106,113). Hoeks et al. (113) and Richardson et al. (106) hanno mostrato che I’aumento degli acidi
grassi plasmatici a livelli fisiologici ¢ in grado di down-regulare i geni mitocondriali, PGC-1 e,
contemporaneamente, alterare 1’utilizzazione insulino-stimolata del glucosio valutata mediante
clamp euglicemico iperinsulinemico. In aggiunta, Richardson et al. hanno osservato un marcato
incremento dell’espressione dei geni che codificano per le proteine della matrice extracellulare,
come collagene, fibronectina, inibitore tissutale delle metallo proteinasi, dopo prolungata (48-h)
infusione lipidica (106); tale pattern ¢ caratteristico della risposta infiammatoria. In linea, con
queste osservazioni, studi basati sull’uso della Risonanza Magnetica hanno mostrato in volontari
sani che I’infusione acuta di lipidi riduce 1’'uptake/fosforilazione del glucosio muscolare, la sintesi
di glicogeno, I’ossidazione del glucosio, e la sintesi di ATP (13, 15).

Nel complesso, questi dati supportano il concetto che un eccessivo intake di grassi, attraverso la
down-regulation dei geni ossidativi del muscolo scheletrico e I’'up-regolation dei geni infiammatori,
riduce I’insulino sensibilita con conseguente alterazione dell’utilizzazione del glucosio insulino-
stimolata nel muscolo scheletrico.

La ridotta capacita ossidativa risulta in un accumulo nel muscolo di metaboliti intermedi degli acidi
grassi, quali ceramide, acil Co-A e diacilglicerolo, che sono noti interferire con diverse tappe del
segnale insulinico (18) e attivare pathways pro-infiammatori (19). L’accumulo di metaboliti degli
acidi grassi nelle vicinanze della matrice mitocondriale, dove si svolgono i processi ossidativi,

promuove la produzione di perossidi lipidici che danneggiano le proteine mitocondriali e riducono
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ulteriormente 1 processi ossidativi (114,115). Questo dato ¢ supportato dall’osservazione che la
produzione mitocondriale di ROS ¢ aumentata in topi alimentati con dieta ricca in grassi e che gli
agenti anti-ossidanti sono di correggere 1’alterazione mitocondriale (112).

Nel presente studio abbiamo indagato I’effetto di grassi monoinsaturi vs. grassi saturi
sull’espressione muscolare dei geni mitocondriali essendo noto che questi due tipi di grassi
alimentari esercitano effetti metabolici differenti (107). E' stato infatti dimostrato che la qualita dei
grassi influenza la sensibilita insulinica; studi in vitro su cellule muscolari scheletriche hanno
dimostrato che il palmitato induce insulino-resistenza (116, 117), mentre I’oleato migliora I’insulino
sensibilita (109,118,119). Inoltre, sia in soggetti sani che nei pazienti con diabete tipo 2 la
(107,120,121). Sebbene i meccanismi responsabili del diverso effetto dei grassi saturi e insaturi
sulla sensibilita insulinica non siano stati ancora identificati, ¢ verosimile che siano implicati
molteplici fattori , quali ’accumulo di DAG (122) e ceramide, la ridotta espressione dei geni
mitocondriali, il ridotto consumo di ossigeno cellulare (110) e la disfunzione mitocondriale (123).
Un recente studio di confronto degli effetti del palmitato e dell’ oleato in cellule muscolari
scheletriche Rat L6 mostra che il palmitato aumenta significativamente la produzione di ROS con
concomitante disfunzione mitocondriale, inibizione del segnale insulinico e riduzione dell’attivita di
PGC-1 a (124).

Sebbene 1’effetto dei grassi sulla funzione mitocondriale e sull’insulino resistenza sia stato ben
studiato, molto scarsi e controversi sono i dati riguardanti 1’impatto di differenti tipi di grassi
sull’espressione genica (108,109). Staiger et al. Hanno osservato che I’esposizione di miotubi
umani ad acidi grassi saturi (palmitato) downregula PGCI13 mentre non induce mofiche di PGCla
laddove gli acidi grassi insaturi (oleato) incrementano PGCla ma non modulano PGCI1 B (108).
Queste modiche sono accompagnate da cambiamenti dell’attivitd mitocondriale, che ¢ aumentata

dagli acidi grassi insaturi e ridotta dai saturi. Differenti risultati sono stati ottenuti in linee cellulari
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di mioblasti, da Coll et al. i quali hanno osservato che il palmitato, ma non 1’oleato, riduce
I’espressione di PGCla mentre non modifica PGCI1B (109). Nessuno di questi studi, tuttavia, ha
esaminato 1’espressione dei geni ossidativi. Il nostro studio fornisce una nuova informazione, cio¢
che nelle cellule muscolari umane i grassi saturi riducono ’espressione dei geni mitocondriali, in
particolare di quelli coinvolti nei processi ossidativi. La mancanza, nel nostro studio, di una
riduzione statisticamente significativa dell’espressione di PGCI1, come osservato in altri studi
(103,106), puo essere spiegata dal fatto che noi valutiamo gli effetti di un singolo pasto, mentre in
studi precedenti gli interventi nutrizionali sono stai piu prolungati (giorni di dieta grassa o 48-ore di
infusione lipidica). Un’altra interessante osservazione del nostro studio ¢ la significativa riduzione
dell’espressione del gene GLUT 4 in risposta al pasto SAFA che suggerisce un ridotto uptake
muscolare di glucosio. Questo risultato ¢ in linea con precedenti studi che mostrano in soggetti sani
una riduzione 1’insulino sensibilita a seguito di una dieta ricca in grassi saturi (107).

L’aumentata espressione di PGCI1p in risposta al pasto MUFA non ¢ di facile interpretazione. Un
simile risultato ¢ stato osservato in cellule muscolari murine da Rodriguez et al. Che, valutando il
time-course dell’espressione genica dopo esposizione ad una miscela di acido oleico/linoleico,
hanno documentato una precoce upregulation di PGCI1p a 4-ore con ritorno al baseline dopo 8-ore,
suggerendo che questo transitorio incremento pud essere una risposta adattativa al sovraccarico
lipidico (125).

Il nostro studio presenta alcuni limiti che meritano di essere discussi. Primo, noi misuriamo
I’espressione genica solo 180 min dopo il pasto, e quindi non possiamo escludere che alcune delle
modifiche osservate possano essere transitorie; inoltre, le modifiche dell’espressione genica non
riflettono necessariamente le modifiche della funzione metabolica associata. Tuttavia, la riduzione
coordinata di regolatori trascrizionali, geni coattivatori, geni ossidativi e geni del trasporto del
glucosio dopo pasto SAFA indicano concordemente una riduzione dei processi ossidativi. Un altro

limite del nostro studio ¢ la mancata valutazione dell’insulino sensibilitd che non ci consente di
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stabilire un nesso tra la riduzione dell’ espressione dei geni ossidativi dopo pasto SAFA ed
eventuali modifiche dell’ insulino-sensibilita. Tuttavia, sebbene non abbiamo fornito una
valutazione diretta di questo parametri, in letteratura vi sono solide evidenze che i grassi saturi
In conclusione, il presente studio mostra che ’espressione dei geni mitocondriali nel muscolo
scheletrico di volontari sani pud essere modulata da modifiche acute dell’intake di nutrienti. La
dieta iperlipidica ha un impatto differenziale sul profilo di trascrizione genica in quanto i grassi
saturi, ma non i monoinsaturi, downregulano 1’espressione dei geni coinvolti nel trasporto e

nell’ossidazione del glucosio.
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8.0 Studio 2

Effetti di diversi interventi nutrizionali sul profilo trascrizionale dei geni del
metabolismo ossidativo nel muscolo scheletrico di pazienti con Diabete mellito

tipo 2

8.1 Disegno sperimentale
8.1.1 SOGGETTI

Hanno partecipato allo studio 13 soggetti (11 uomini e 2 donne) con diabete tipo 2, reclutati presso
I'Unita di Diabetologia del Dipartimento di Medicina Interna dell'Universita Federico II di Napoli.
Tutti 1 pazienti presentavano uno stato di sovrappeso/obesita, erano in buon compenso glicemico
(HbAlc <7%) con la terapia dietetica o con metformina, e presentavano un buon profilo lipidico in
assenza di terapia ipolipidemizzante. Nessuno dei soggetti studiati presentava insufficienza renale
(creatininemia >1.7 mg/dl) o epatica (transaminasi piu di due volte i valori normali), cardiopatia
ischemica nota o silente (test da sforzo positivo) o qualsiasi patologia e/o condizione acuta o

cronica pregiudicante lo stato di salute.

8.1.2 PROCEDURA SPERIMENTALE

Prima dell’inizio del trattamento, della durata di otto settimane, tutti i partecipanti hanno seguito un
periodo di run-in di circa 3 settimane durante il quale hanno consumato una dieta relativamente
ricca in acidi grassi saturi (SAFA: CHO 48%, grassi 33%, saturi 13%, proteine 18% delle calorie

totali) senza modificare il proprio livello di attivita fisica.
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Lo studio ¢ stato eseguito secondo un disegno sperimentale randomizzato a quattro gruppi paralleli

(figura 18) con la somministrazione di:

Gruppo 1: Dieta Mediterranea, ad alto contenuto in fibre e a basso indice glicemico (Dieta

Med)

Gruppo 2: dieta povera in CHO e ricca in acidi grassi monoinsaturi ( Dieta MUFA)

Gruppo 3: Dieta Mediterranea piu programma di attivita fisica (Dieta Med +AF)

Gruppo 4: dieta povera in CHO e ricca in acidi grassi monoinsaturi pit programma di
attivita fisica ( Dieta MUFA + AF)

Dopo la randomizzazione, i1 pazienti sono stati istruiti da una dietista sul tipo di dieta da seguire e
hanno ricevuto gli schemi settimanali differenziati per il tipo di intervento dietetico. Inoltre, sono
stati loro forniti alcuni degli alimenti caratterizzanti le due diete (olio d'oliva per dieta MUFA e
bastoncini di crusca per la dieta MED ricca in fibre). Nel corso dello studio i pazienti hanno
ricevuto consulenze dietologiche ogni 2 settimane e sono stati contattati telefonicamente ogni
settimana dalla dietista per rinforzare 1’adesione alla dieta. Ad ogni controllo 1 pazienti
consegnavano il diario alimentare settimanale su cui venivano riportate la quantita e la qualita degli
alimenti assunti per la valutazione dell’adesione al trattamento dietetico. I pazienti randomizzati nei
bracci dell’ attivita fisica ricevevano in occasione delle visite ambulatoriali, informazioni riguardo i
benefici dell’esercizio fisico e un counseling motivazionale in aggiunta ad un programma di attivita
fisica strutturato.

Tutti 1 pazienti, sia quelli assegnati ai gruppi di attivita fisica che quelli del solo intervento dietetico,
hanno compilato ogni 15 giorni un questionario validato (IPAQ) per la quantizzazione dell’attivita

fisica svolta al di fuori del programma di esercizio fisico strutturato, se previsto.
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All'inizio e alla fine dell'intervento sono state praticate le seguenti valutazioni:
e Misure antropometriche (peso, altezza, circonferenza vita)

e Valutazione del profilo lipidico e dell’insulino resistenza

o Pasto test

e Test da sforzo cardiopolmonare

Med

MUFA
s

MUFA+AF

-3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Settimane

Diario alimentare sette giorni
Peso, circonferenza vita, consegna diario alimentare, questionario attivita fisica

Pasto test (non pil di 24 ore dall’ultima sessione di attivita fisica) ed altre valutazioni metaboliche,
agoaspirato muscolare

Figura 18 Disegno dello studio
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8.1.3 PROGRAMMA DI ATTIVITA FISICA

Il programma di attivita fisica strutturata ¢ stato svolto presso il centro di Riabilitazione
Cardiologica del Dipartimento di Medicina Clinica e Scienze Cardiovascolari dell” Universita
Federico II di Napoli. I pazienti hanno effettuato con frequenza tri-settimanale esercizio di tipo
aerobico (tapis roulant), al 50-70% della VO, max (intensita), della durata di 45 minuti escluso

riscaldamento e defaticamento .

8.1.4 COMPOSIZIONE DELLE DIETE

Le due diete erano isoenergetiche al fine di mantenere il peso corporeo costante e differivano per
composizione in macronutrienti. Esse avevano lo stesso contenuto di proteine e grassi saturi, ma
differivano per il contenuto in carboidrati (52% dieta MED e 40% dieta MUFA), in grassi totali
(dieta MED 30 vs 42% dieta MUFA), in acidi grassi monoinsaturi (16% dieta MED e 29% dieta
MUFA), fibre (28g x1000 calorie dieta MED 10gx1000 calorie dieta MUFA) e indice glicemico (60

dieta MED vs 95 dieta MUFA).

8.1.5 COMPOSIZIONE DEI PASTI TEST

Il pasto test, del contenuto calorico di circa 930Kcal, era costituito al basale da un pasto ricco in
SAFA (panino con prosciutto cotto, emmenthal e maionese) e dopo l'intervento, da un pasto ricco in
CHO (pasta e fagioli e una mela) per i gruppi di intervento MED e MED+AF o da un pasto ricco in
MUPFA (risotto con carciofi) per i gruppi MUFA ¢ MUFA+AF. La composizione dei pasti test ¢

riportata nella tabella 5.
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Pasto ricco in Pasto ricco in Pasto ricco in

SAFA CHO MUFA

Energia totale (kcal/die) 940 923 933
Proteine (%) 20 18 18
Grassi totali (%) 34 30 42

Saturi(%) 14 7 7

Monoinsaturi (%) 9 16 29

Polinsaturi tot (%) 8 4 4
Carboidrati (%) 46 52 40
Fibre (g/1000 Kcal) 7 28 9
Indice glicemico 83 60 95

Tabella 5 Composizione dei pasti test

8.1.6 VALUTAZIONI DURANTE PASTO-TEST

Gli studi con il pasto-test sono stati effettuati al mattino dopo 12 ore di digiuno. Una cannula di
polietilene 20G ¢ stata inserita in una vena del braccio il campionamento del sangue. Ai tempi O,
120, 240, 360 min sono stati effettuati prelievi per la determinazione di trigliceridi, acidi grassi
liberi, glicemia. Al tempo 360 tutti 1 pazienti sono stati sottoposti ad aspirato con ago sottile del

muscolo vasto laterale.
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8.1.7 METODI ANALITICI
Le concentrazioni plasmatiche di glucosio, trigliceridi, acidi grassi liberi ed insulina sono state
determinate con metodi standard. L'HbAlc ¢ stata determinata con metodica HPLC. II colesterolo

LDL é stato calcolato con la formula di Friedewald.

8.1.8 ASPIRATO MUSCOLARE CON AGO SOTTILE “FINE NEEDLE ASPIRATION” (FNA)

La valutazione dell’espressione genica ¢ stata effettuata su RNA estratto da cellule muscolari
scheletriche ottenute dal muscolo vasto laterale mediante tecnica non invasiva “Fine Needle
Aspiration” (FNA) e analizzata mediante tecnica “Multiplexed Tandem real-time PCR”, come

descritto nello Studio 1. E’ stata valutata 1'espressione dei principali geni chiave del metabolismo

ossidativo mitocondriale: PGC1, COX2, COX5b.

8.2 Risultati

Le caratteristiche antropometriche e metaboliche dei partecipanti prima e dopo le 8 settimane di
intervento sono mostrate nella tabella 6. Vengono di seguito riportati i risultati relativi a 13 pazienti
che sono stati randomizzati come segue:

Gruppo MED: 3 pazienti; Gruppo MUFA: 4 pazienti

Gruppo MED+AF: 2 pazienti; Gruppo MUFA+AF: 4 pazienti

All’ingresso nello studio, i soggetti studiati presentavano un IMC medio di 28.5+2.7 Kg/m?
indicativo di uno stato di sovrappeso/obesita di lieve grado con distribuzione del grasso
prevalentemente a livello addominale (circonferenza vita 99.5+£5.8 cm). Il peso corporeo al basale
era maggiore nei gruppi randomizzati ad intervento nutrizionale (MUFA e MED) + attivita fisica
rispetto al solo intervento nutrizionale e non subiva modifiche nel corso dello studio. Per quanto

riguarda 1 parametri ematochimici, il compenso glicemico era ottimale al basale (HbAlc media
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6.6%) e rimaneva invariato dopo l'intervento (HbAlc media 6.4%) in tutti 1 gruppi di soggetti. Non
si osservava nessuna differenza significativa tra i 4 gruppi di trattamento nel profilo lipidico a
digiuno prima e dopo gli interventi. Tutti i pazienti presentavano una marcata insulino-resistenza
come evidenziato dal’HOMA index. La capacita aerobica espressa come VO2 al picco non

mostrava differenze tra i gruppi né al basale né alla fine dell’intervento.
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Tabella 6 Caratteristiche antropometriche e metaboliche e capacita aerobica prima e
dopo le 8 settimane di intervento

basale finale basale finale basale finale basale finale
Eta (a) 58.0+4.6 59.2+8.6 58.0+7.1 54.747.6
Sesso (M/F) 2/1 3/1 2/0 4/0
Peso (Kg) 76.7+15.6 77.2+15.8 70.9+4.0 70.8+4.5  92.9+12.6  93.0+12.7  83.4+5.2 83.8+5.1

IMC (Kg/m2) 29.8£1.9 29.8+1.9 26.1+1.8 26.0+1.9 30.3+4.7 30.3+4.7 29.2+1.9 29.3+1.9

Circonferenza B WE= R 101.2+9.3 94.0+7.2 93.247.7 105.0+7.1  104.0£5.6  101.4£7.3  101.5+6.9
vita (cm)

HbAlc (%) 6.4+0.3 6.4+0.5 6.8+1.4 6.1£0.9 6.2+0.8 6.3+£0.8 6.9+0.8 6.8+£0.6

Colesterolo 148.0£31.4  153.7438.0  185.5£26.4 168.7£23.8 134.5+41.7 149.5+41.7 164.0+39.4 165.2+41.4
tot (mg/dl)

Col HDL 32.0£12.1 31.749.1 38.2£7.9 37.0+4.1 32.0+£2.8 32.542.1 38.0£3.9 39.0+5.6
(mg/dl)

Trigliceridi 144.0+115.2 189.3+181.7 136.7+459 118.7+40.3  83.5+2.1  113.0+18.4 106.7+32.0  85.5+£8.6
(mg/dl)

Col LDL 87.7+£18.1 89.0+£26.4  120.7+£19.2 110.5£27.3 92.24+40.6 98.5+37.5 103.5£32.2 110.5+33.0
(mg/dl)

Glicemia 141.7414.0  135.7444.6 131.0+£17.1 135.0+£15.7 127.0+1.4  146.0+0.0 147.0+11.7 145.7+27.6
(mg/dl)

HOMA 4.9+2.7 6.0+£0.3 3.4+£14 3.4£2.6 5.4+£1.8 6.6+3.6 4.2+0.8 3.8+£0.9

pvO2 15.9£1.7 14.2+1.8 14.3£2.7 14.9+£5.7 14.5+1.1 14.8+£2.0 17.7£2.7 17.7+£2.4
(ml/Kg/min)

I 4 gruppi no differivano per livelli di attivita fisica giornaliera misurata mediante questionario (7
day activity recall). La tabella 7 riporta i consumi alimentari dei partecipanti calcolati mediante

diario alimentare e mostra una buona aderenza alla dieta in tutti e 4 gruppi di intervento.

66



Tabella 7 Composizione delle diete seguite durante le 8 settimane di intervento nei 4 gruppi
di soggetti

CHO(/fibre MUFA CHO/fibre+tAF MUFA+AF
Intake Energetico Totale 1818+764 1944+310 2269+43 2341+466
(kcal/die)
Proteine (% ET) 21+0.8 17+1.9 20+1.8 19+1.5
Grassi (%ET) 28+1.4 42+1.8 29+0.7 4243.0
Saturi (%ET) 6.0+0.9 6.8+0.65 5.7+0.3 6.6+0.7
Monoinsaturi (%ET) 16+0.3 27+1.2 17+1.1 28+2.0
Polinsaturi (%ET) 3.8+0.8 4.76+0.4 3.8+0.3 4.6+0.9
Carboidrati (%ET) 51£1.0 41£1.5 51+1.1 39+1.6
Fibre (g/1000 kcal) 26+3.0 9+1.4 26+0.9 8+1
Indice glicemico (%) 60+3 9445 59+1 92+4
Carico Glicemico 15651+3712 2032644507 1618343457 24269+4338

CHO: carboidrati; MUFA: acidi grassi monoinsaturi

La Figura 19 mostra i livelli di glucosio, FFA e trigliceridi dopo 1 pasti test, sia al basale (pasto
relativamente ricco in SAFA) sia dopo l'intervento (pasto MED e pasto MUFA).

La glicemia, sia prima che dopo I’intervento, mostra un graduale aumento dopo pasto test con
picco massimo a 120 minuti e ritorno ai valori basale dopo 6 ore senza differenze tra i 3 pasti.

I valori di trigliceridi tendono ad aumentare di circa il 40% in risposta al pasto, sia prima che dopo
l'intervento, e restano elevati per tutta la durata dell'osservazione senza differenze significative tra i
gruppi. Gli acidi grassi si riducono di circa il 50% 2 ore dopo i pasti e restano soppressi nelle ore

successive, sia prima che dopo il trattamento.
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Figura 19 Profilo di glucosio, acidi grassi e trigliceridi dopo pasto test al basale (pasto SAFA) e
dopo gli interventi (MUFA, MED, MUFA+AF ¢ MED+AF)

8.2.1 ANALISI DELL'ESPRESSIONE DEI LIVELLI DI mRNA MUSCOLARE

11 profilo trascrizionale dei principali geni mitocondriali dopo pasto test nei 4 gruppi di intervento ¢

mostrato nella figura 20.

Abbiamo analizzato 1'espressione dei geni PGC1, COX2b e COXS nei singoli soggetti.

Il gene PGCla, generalmente meno espresso rispetto ai geni COX2b e COXS5 non ¢ stato
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determinabile in alcuni soggetti; nei gruppi che hanno praticato attivita fisica I’espressione di PGC1
a tende ad aumentare dopo pasto ricco in MUFA mentre rimane invariato dopo pasto ricco in CHO.
Nei soggetti con dieta MED con e senza attivita fisica si € osservato un incremento dell'espressione
di COX2, dopo pasto ricco in CHO rispetto al pasto ricco in SAFA. Una maggiore variabilita
dell'espressione di COX2 si osserva dopo pasto ricco in MUFA sia nel gruppo MUFA che
MUFA+AF.

L’espressione di COXS tende a ridursi dopo 6 ore dal pasto ricco in CHO in tutti i soggetti del
gruppo MED sia con che senza attivita fisica. Il pasto MUFA tende a ridurre 1'espressione di COX 5
nel gruppo MUFA (3 soggetti su 4) mentre tende ad aumentarla nel gruppo MUFA +AF.

Nella figura 21 ¢ mostrata I’espressione genica dopo pasto test, prima (SAFA) e dopo gli interventi

(MED, MUFA, MED+AF e MUFA +AF)

PGCla
MED MUFA

2 2
< 1 =1
éﬂ O ND. ND —‘%D 0 7J ND

N1 N2 N3 N4 NS N6 N7
-1 -1
MED+AF MUFA+AF

2 2
1 1 - -

log 19
o
log 4o
o
z
S}
z
S}

N8 N9 N10 N1l N12 NI13

ND: non determinabile
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Figura 20 Profilo trascrizionale dei principali geni mitocondriali (PGC1 o, COX2b, COXS5) dopo

pasto test nei 4 gruppi di intervento (MED, MUFA, MED+AF, MUFA+AF)
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Figura 21 Espressione genica dopo pasto test, prima (SAFA) e dopo gli interventi (MED, MUFA,
MED+AF e MUFA +AF)



8.2.2 Commento

Il basso numero di soggetti studiati per i diversi gruppi di intervento non consente di trarre
conclusioni certe sull’impatto delle diverse diete sul profilo trascrizionale dei geni ossidativi. Pur
tuttavia, dall’analisi emerge che 1 geni ossidativi, in particolare COX2, risentono della
modulazione da parte dei nutrienti in misura maggiore rispetto ai geni della biogenesi,
analogamente a quanto osservato nello studio in acuto. L’aumento della casistica consentira di
definire quale tipo di intervento nutrizionale ¢ in grado di modulare favorevolmente 1’espressione

dei geni ossidativi e il contributo dell’attivita fisica nel potenziare I’effetto dei nutrienti.
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