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L'organo adiposo è estremamente plastico: gli adipociti bruni e bianchi che compongono i suoi

depositi viscerali e sottocutanei possono transdifferenziare uno nell'altro conferendo al tessuto

proprietà termogeniche o di riserva energetica a seconda delle necessità.

Il bilancio energetico è principalmente regolato dalla ghiandola tiroidea mediante un classico asse

ipotalamico-ipofisario. A livello periferico, l'azione degli ormoni tiroidei T3 e T4 è mediata dalle

deiodinasi tissutali D1, D2 e D3 e da specifici recettori nucleari (TR).

L'obesità è una patologia multifattoriale in cui la deposizione di grasso nei tessuti magri induce uno

stato congiunto di infiammazione e insulino-resistenza: il profilo infiammatorio delle persone obese

(IMC ≥ 30 kg/m2) è alla base di patologie come il diabete di tipo 2 (T2DM) e la steatosi epatica non

alcolica (NAFLD). Nei pazienti con obesità severa (IMC ≥ 40 kg/m2) l'approccio chirurgico risulta

essere il più efficace nell’indurre un importante calo ponderale che possa essere mantenuto nel

tempo.

Le informazioni relative alla condizione tiroidea nell'obesità severa sono discordanti: molti lavori

descrivono un'elevata concentrazione plasmatica di TSH (Thyroid Stimulating Hormone) e di fT3 in

soggetti obesi, mentre altri non confermano tali dati. Alcuni lavori riportano anche una ridotta

espressione genica dei relativi recettori (TSHR, TRα1) nel tessuto adiposo. L'inversione di tendenza

che si osserva dopo perdita di peso suggerisce un ruolo dell'obesità nel regolare l'asse tiroideo,

piuttosto che il contrario.

Scopo principale del presente progetto di tesi è stato quindi quello di valutare in soggetti eutiroidei

con obesità grave e/o T2DM le concentrazioni nel tessuto adiposo viscerale di T3 e T4 e

l’espressione genica delle deiodinasi (D1, D2, D3) in relazione alle concentrazioni di ormoni

circolanti e confrontarli con i soggetti sani di controllo. 

Scopo secondario è stato quello di valutare in vivo nell’animale (ratto) in varie condizioni di

funzione tiroidea (ipertiroidismo o ipotiroidismo), le concentrazioni di ormoni tiroidei in diversi

distretti del tessuto adiposo (viscerale e sottocutaneo).

A tal fine, l'espressione genica relativa delle tre deiodinasi nell'uomo è stata quantificata nel tessuto

adiposo viscerale di 57 Obesi-NGT, 48 Obesi-IGT/T2DM e in 19 controlli mediante real-time PCR.

I dati sono stati integrati con i valori relativi a profilo lipidico, dosaggi ormonali (fT3, fT4, TSH) e

misurazioni antropometriche. Per un sottogruppo di pazienti (26 Obesi-NGT, 14 Obesi-IGT/T2DM,

4 controlli) T3 e T4 sono stati dosati mediante spettrometria di massa (HPLC-MS-MS) previa

estrazione di tipo liquido-liquido degli analiti dal tessuto omogenato ed opportunamente trattato. 

La medesima procedura è stata seguita per i dosaggi ormonali nei tessuti adiposi viscerali e

sottocutanei di 16 ratti Wistar: 3 ipertiroidei, 4 ipotiroidei, 4 trattati con T3 esogena (2 ad alto

dosaggio e 2 a basso dosaggio), 5 controlli. Sul sangue periferico sono stati dosati fT3 e fT4
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circolanti.

I dati ottenuti sull'uomo indicano variazioni non significative dell'espressione genica e dei dosaggi

ormonali intratissutali nei 3 gruppi di soggetti a fronte di fT3 più elevati in circolo in soggetti obesi,

indipendentemente dalla presenza di diabete. Il rapporto di conversione T3/T4 è correlato

positivamente con l'espressione genica di D1 e D2.

Nel ratto, l'ipotiroidismo o l'ipertiroidismo indotti sono confermati sia dai livelli degli ormoni

circolanti che di quelli tissutali, sia nel viscerale che nel sottocutaneo. Inoltre, mentre T3 e T4 sono

significativamente più concentrate nel sottocutaneo rispetto al viscerale, il rapporto di conversione

T3/T4 subisce un'inversione di tendenza. Si osserva infine una correlazione positiva tra i rapporti di

conversione plasmatico e tissutale in entrambi i depositi adiposi.

Nel loro insieme, i dati ottenuti indicano un'ottima corrispondenza metodologica tra i dosaggi

plasmatici e tissutali ed un'elevata affidabilità della real-time PCR confermando la buona messa a

punto delle procedure utilizzate. In un'ottica futura, sarebbe interessante approfondire le differenze

nel captare/convertire gli ormoni tiroidei da parte dei depositi adiposi studiati, magari analizzando

l'attività deiodasica periferica.
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1. L'obesità

L'obesità è una condizione medica in cui si osserva un accumulo di grasso corporeo in eccesso che

può avere effetti negativi sulla salute e, di conseguenza, sull'aspettativa di vita. È tipica, ma non

esclusiva, delle cosiddette società “del benessere” ed è ormai riconosciuta come una patologia

multifattoriale in quanto è quasi sempre correlata ad altre malattie che possono interessare molti

distretti dell'organismo (diabete mellito di tipo 2, disfunzioni cardiocircolatorie, steatosi epatica non

alcolica ecc.).

Il termine obesità deriva dal latino obesitas che significa “grasso, grosso o paffuto”. Esum è il

participio passato di ědere (mangiare) con ob (per, a causa di) aggiunto. Non a caso la principale

causa dell'obesità è l'assunzione di una quantità eccessiva di energia alimentare a cui si possono

aggiungere altri fattori come la mancanza di attività fisica e la predisposizione genetica. L'eccesso

di calorie assunte deriva soprattutto dall'aumentato consumo di carboidrati piuttosto che di grassi1. 

La disponibilità di energia alimentare pro capite è molto cambiata nel corso del tempo e varia

significativamente da una regione all'altra del pianeta2 determinando la prevalenza della malattia

degli ultimi anni3 (Fig.1).

Fig.12,3 Tra il 1970 e la fine degli anni 90 la quantità di alimenti acquistati è aumentata in tutto il mondo: in testa troviamo gli Stati Uniti con 3654
calorie pro capite. Il consumo ha continuato ad aumentare tanto che dal 1971 al 2000, sempre negli Stati Uniti, i tassi di obesità sono aumentati dal
14.5 % al 30.9 %. Nel 1997 l'Organizzazione Mondiale della Sanità riconosce l'obesità come un'epidemia globale. Nel 2005 si stima che 400 milioni
di adulti siano obesi con un tasso maggiore in Stati Uniti, Australia e Canada. Oggi la patologia è in aumento anche nei paesi in via di sviluppo.
L'unica regione dove l'obesità non è frequente è l'Africa subsahariana.

Ogni anno 28 milioni di persone muoiono per le conseguenze di sovrappeso e obesità4. Questi

numeri sono costantemente in crescita e destano molta preoccupazione nell'opinione pubblica dal

momento che le conseguenze negative della patologia iniziano già nella prima infanzia. Alcuni

esperti presagiscono che durante la prima metà del ventunesimo secolo, negli Stati Uniti ci sarà una

diminuzione dell'aspettativa di vita alla nascita5 .

1.1 Classificazione e aspetti clinici dell'obesità

Lo strumento antropometrico più comunemente usato per classificare l'obesità è il IMC (Indice di
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Massa Corporea) che si esprime come il rapporto tra il peso corporeo e il quadrato dell'altezza

(kg/m2). Gli individui con IMC < 18.5 kg/m2 sono considerati sottopeso mentre quelli con un IMC

compreso tra 18.5 e 24.9 kg/m2 sono classificati come aventi un peso normale o accettabile. Gli

individui con un IMC che va da 25 a 29.9 kg/m2 sono classificati come sovrappeso mentre l'obesità

è presente quando il IMC raggiunge ≥ 30 kg/m2. Oltre quel valore, l'obesità si divide in 3 categorie:

il grado 1 (IMC da 30 a 34.9 kg/m2 ), il grado 2 (IMC da 35 a 39.9 kg/m2 ), e il grado 3 (IMC ≥ 40

kg/m2)6. La American Heart Association ha poi proposto sottogruppi di obesità supplementari

introducendo l'obesità di grado 4, che corrisponde a IMC≥ 50 kg/m2 e il grado 5 per IMC ≥ 60

kg/m2 7,8 (Fig.2). 

Fig.29 Classificazione dell'obesità in base al IMC (o BMI, Body Mass Index)

Un elevato IMC è associato allo sviluppo di fattori di rischio cardiovascolare come ipertensione,

dislipidemia, insulino-resistenza e diabete mellito di tipo 2 che portano a disturbi cardiovascolari

(CVD, CardioVascular Disease) come la malattia coronarica (CHD, Coronary Heart Disease) e

l'ictus ischemico10–12. Lo sviluppo di queste comorbilità è proporzionale al IMC. La più alta

incidenza di CVD nei pazienti obesi sembra essere collegata a disfunzione endoteliale e

infiammazione subclinica, oltre al peggioramento dei fattori di rischio di CVD13. L'accumulo di

grasso corporeo in eccesso porta infatti ad una serie di cambiamenti metabolici che interessano i

sistemi che modulano l'infiammazione14. 

Oltre a contribuire al CVD come un fattore di rischio indipendente, l'obesità favorisce alterazioni in

altri fattori di rischio intermedi come la dislipidemia, l'ipertensione, l'intolleranza al glucosio, la

condizione infiammatoria ecc12. L'eccesso calorico cronico induce l'accumulo di acidi grassi liberi

nel tessuto adiposo finché la sua capacità di contenimento arriva alla saturazione, portando ad una

fuoriuscita di lipidi che vengono quindi accumulati nei tessuti normalmente magri come il fegato, i

muscoli e nei depositi adiposi intra-addominali o viscerali. Tale deposizione di grasso “ectopico”

induce uno stato congiunto di infiammazione e insulino-resistenza15. Nell'obesità infatti sono alterati

i livelli di molti mediatori dell'infiammazione. In primo luogo, i livelli di proteina c-reattiva (CRP)
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circolante e di fattore di necrosi tumorale (TNF) (prodotti dal tessuto adiposo) sono aumentati, ma

altri mediatori (come IL-6 e -1β) e ormoni (come adiponectina e leptina) sono anche noti come

potenziali contributori al profilo infiammatorio osservato nell'obesità, in particolare nell'obesità

addominale15,16 (Fig.3).

Fig.317 Il tessuto adiposo “infiammato” nell'obesità viscerale

1.2 Aspetti sociali ed economici

Secondo l'Organizzazione Mondiale della Sanità in un futuro non molto lontano il sovrappeso e

l'obesità potrebbero sostituire quelli che oggi sono considerati i principali problemi di salute

pubblica ovvero la denutrizione e le malattie infettive18. Pertanto, l'approccio al problema da parte

degli organismi di sanità pubblica consiste nell'intervenire sulla componente ambientale del

fenomeno i cui principali fattori sono la dieta e l'attività fisica. I contesti su cui si può intervenire

sono tre: a "monte" del problema con l'osservazione dei cambiamenti della società, nel "mezzo" con

tentativi mirati a modificare il comportamento degli individui e il loro stile di vita, a "valle" con il

trattamento delle persone colpite dall'obesità19. Si cerca quindi di incentivare l'uso delle mense

scolastiche dove vengono serviti cibi selezionati e promuovere l'utilizzo di parchi pubblici e piste

ciclabili e pedonali20. 

Le persone obese purtroppo devono far fronte a svantaggi occupazionali, oltre che ai loro problemi

di salute. Alcune ricerche dimostrano che costoro hanno meno probabilità di essere assunte per un

lavoro o di essere promosse21. Inoltre, vengono anche mediamente pagate meno dei loro omologhi
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non-obesi. Le donne obese, in media, rendono il 6 % in meno e gli uomini obesi circa il 3 % in

meno22.

Non meno importante dell'aspetto sociale della malattia è il suo l'impatto economico su tutti i livelli

della società. Solo degli Stati Uniti la stima della spesa per i prodotti dietetici va dai 40 miliardi ai

100 miliardi di dollari l'anno23. Le compagnie aeree devono affrontare costi maggiori del carburante

e pressioni per aumentare la larghezza di posti a sedere24.

È stato dimostrato che i programmi di prevenzione dell'obesità hanno ridotto il costo del trattamento

delle malattie correlate ad essa. Tuttavia, le persone vivono di più e di conseguenza aumentano i

costi delle spese mediche da essi sostenute. I ricercatori concludono pertanto che le problematiche

relative all'obesità possono migliorare, ma è improbabile che si possano ridurre le spese sanitarie

globali25.

2. Conseguenze dell'obesità su organi e apparati

Come accennato in precedenza, l'eccesso calorico cronico porta all'accumulo di grasso in luoghi

ectopici dell'organismo ovvero in tessuti normalmente magri come il fegato, i muscoli e nei depositi

adiposi intra-addominali o viscerali inducendo uno stato congiunto di infiammazione e insulino-

resistenza14 (Fig.3). In uno studio pubblicato nel 1947 fu osservato per la prima volta che è la

distribuzione del grasso ectopico, più che l'eccesso di grasso di per sé, ad aumentare il rischio nei

pazienti obesi/sovrappeso di sviluppare disfunzioni metaboliche come il diabete mellito, la steatosi

epatica non alcolica, disturbi cardiovascolari ecc.26 Nel recente studio IDEA (International Day for

the Evaluation of Abdominal Obesity) è stato chiaramente dimostrato che, indipendentemente dal

IMC, è la circonferenza del giro vita (un marcatore semplice dell'accumulo di grasso addominale)

ad essere fortemente associata alla prevalenza del diabete di tipo 227.

Nei prossimi paragrafi prenderemo in esame più nel dettaglio l'impatto dell'obesità e dell'accumulo

di grasso ectopico sulla funzionalità di organi di nostro interesse: il tessuto adiposo e il fegato.

Focalizzaremo quindi la nostra attenzione sui meccanismi patogenetici del diabete mellito di tipo 2

(T2DM) e della steatoepatite non alcolica (NAFLD). Prima però è bene parlare dell'insulina e

dell'insulino-resistenza, nonché della condizione infiammatoria sistemica che caratterizza l'obesità e

che è alla base di entrambe le patologie sopra citate.

2.1 L'insulina

L'insulina è un importante ormone pancreatico prodotto dalle β-cellule delle isole di Langerhans che

viene rilasciato nella circolazione sanguigna dopo un pasto, in risposta all'aumento del glucosio

plasmatico. Viene immagazzinata nel citoplasma all'interno di vacuoli in attesa di essere rilasciata

12



tramite esocitosi nel circolo sanguigno, grazie al quale raggiungerà circa i 2/3 delle cellule

dell'intero organismo, ossia quelle che presentano i recettori specifici per l'ormone (prevalentemente

adipociti, epatociti e cellule muscolari striate) (Fig.4); fanno eccezione le cellule del sistema

nervoso centrale. 

Fig.428 Struttura e funzione del recettore dell'insulina. È un eterodimero composto da due subunità α, extracellulari, e da due subunità β,
transmembrana. La porzione citoplasmatica delle subunità β è dotata di attività tirosino-chinasica e contiene una regione con proprietà
autofosforilanti. Una volta avvenuto il legame dell'insulina con le subunità α, le subunità β si autofosforilano e viene rilasciato uno dei tanti segnali
che innescano il pathway di risposta cellulare all'ormone. 

Le cellule bersaglio dell'insulina possono così assorbire il glucosio e utilizzarlo come “carburante”,

convertirlo in altre molecole o immagazzinarlo. L'insulina non regola solo l'assorbimento del

glucosio da parte delle cellule ma ne regola anche la glicogenosintesi e la gluconeogenesi affinché

possa essere immagazzinato nel fegato e nel muscolo. Quando il livello di glucosio nel sangue si

abbassa si assiste ad una minore produzione di insulina da parte delle β-cellule e alla

contemporanea riconversione del glicogeno a glucosio che ritorna in circolo. L'ormone responsabile

di questo processo è il glucagone che agisce quindi in maniera opposta all'insulina. Il fegato è il

principale responsabile della concentrazione di glucosio nella condizione di digiuno perché modula

la quantità di insulina che dal pancreas arriverà alla circolazione sistemica. L'iperglicemia a digiuno

è scongiurata finché la produzione di glucosio epatico è sensibile all'insulina e/o le β-cellule sono

sensibili a piccole variazioni del glucosio plasmatico. Dopo un pasto invece elevate concentrazioni

di glucosio sono sostanzialmente determinate sia dall'abilità delle β-cellule di produrre insulina, sia

dalla sensibilità all'insulina dei tessuti periferici29.

L'insulina (o la sua carenza) è il principale segnale di conversione della maggiorparte dei processi

bidirezionali del metabolismo da una direzione catabolica ad una anabolica (crescita e duplicazione

cellulare, sintesi proteica, accumulo del grasso) e viceversa. Se la quantità di insulina è

insufficiente, se le cellule rispondono poco all'insulina o se l'insulina stessa è “difettosa” l'effetto

finale sarà una persistente iperglicemia, una scarsa sintesi proteica e altri squilibri metabolici.
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2.2 L'insulino-resistenza

Si definisce insulino-sensibilità l'abilità dell'insulina di controllare la concentrazione di glucosio nel

sangue stimolandone l'assorbimento nei tessuti periferici e sopprimendone la produzione da parte

del fegato. Si definisce insulino-resistenza il malfunzionamento di questo meccanismo di

regolazione. 

Nell'obesità si assiste ad un accumulo di grasso ectopico. L'accumulo di grassi in organi sensibili

all'insulina porta a lipotossicità30–32. In questa condizione è disregolata la capacità del tessuto

adiposo di immagazzinare trigliceridi e di secernere proteine che servono a mantenere l'omeostasi

energetica. Da qui deriva inevitabilmente un profondo cambiamento nell'insulino-sensibilità

dell'intero organismo e soprattutto dei singoli organi30 (Fig.5).

Fig.529 Siti di azione dell'insulina e danni dovuti alla presenza di insulino-resistenza (HGP, hepatic glucose production; VLDL, very low-density
lipoprotein; FFAs, free fatty acids).

Sono state fatte molte ricerche per riuscire a collegare la lipotossicità da eccesso di lipidi

all'insulino-resistenza degli organi colpiti. In particolare ci si è concentrati sulle numerose molecole

che il tessuto adiposo bianco secerne: gli ormoni (adiponectina) e le proteine segnale

(adipocitochine) perché queste includono proteine coinvolte nella regolazione del bilancio

energetico, nel metabolismo del glucosio e dei lipidi così come nell'infiammazione, nell'angiogenesi

e nella regolazione della pressione sanguigna33. In condizioni fisiologiche l'adiponectina ha

un'azione protettiva perché promuove l'assorbimento del glucosio da parte del tessuto adiposo34: al

bisogno fa aumentare l'insulino-sensibilità promuovendo l'ossidazione dei grassi tissutali e portando
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quindi ad un abbassamento degli acidi grassi liberi circolanti e dei trigliceridi intratissutali epatici e

muscolari35. Nonostante sia secreta dal tessuto adiposo però, negli individui obesi vengono meno le

sue proprietà protettive: nel 2007 Nannipieri e coll.36 osservano che l'obesità è associata ad una

diminuita espressione del gene dell'adiponectina e dei suoi recettori nel tessuto adiposo addominale,

insieme ad una concentrazione intracellulare e circolante più bassa della proteina. La diminuzione

dei recettori potrebbe essere la conseguenza del cambiamento del fenotipo dell'adipocita: da cellula

piccola e insulino-sensibile a cellula espansa e insulino-resistente.

Un altro fattore che è stato visto contribuire all'insulino-resistenza nell'obesità è l'aumentato livello

di acidi grassi liberi di origine adipocitica che inibirebbe l'assorbimento del glucosio da parte del

muscolo scheletrico e la sintesi del glicogeno37.

2.3 Infiammazione e insulino-resistenza

Le alterazioni appena descritte sono solo alcune di quelle che rientrano nel profilo infiammatorio

che si osserva nell'obesità addominale (Fig.3). 

La crescita eccessiva del tessuto adiposo, come nell'obesità, richiede un maggiore apporto ematico e

il flusso sanguigno totale nel tessuto adiposo è globalmente aumentato. Tuttavia, la perfusione per

unità di tessuto adiposo diminuisce con l'aumento dell'adiposità. La differenza nella perfusione può

rappresentare una riduzione del 35 % nella perfusione relativa quando un individuo obeso è

confrontato con un non obeso di controllo38. Questo cambiamento nella perfusione porta ad una

diminuzione relativa dell'apporto di ossigeno agli adipociti che contribuisce all'insorgenza di ipossia

cellulare, disfunzione e stress dell'organo, risposte pro-infiammatorie e disturbo metabolico39,40. In

più, in questa condizione di ipossia le cellule secernono chemochine attiranti i macrofagi, le quali

possono portare alla secrezione di vari fattori pro-infiammatori, le adipocitochine, appunto41,42.

L'obesità porta ad uno spostamento da macrofagi attivati “in maniera alternativa” (conosciuti per la

loro funzione protettiva nell'omeostasi metabolica) a macrofagi attivati “in maniera classica”

(caratterizzati dalla produzione di fattori pro-infiammatori come IL-6 e la ossido nitrico sintasi 2),

una condizione pro-infiammatoria che contribuisce all'insulino-resistenza43,44. Avremo modo di

approfondire in seguito gli aspetti strettamente istologici e cellulari del tessuto adiposo e

dell'adipocita infiammato.

2.4 Il diabete mellito di tipo 2 (T2DM)

Come appena detto, i soggetti che presentano un accumulo di grasso prevalentemente viscerale

hanno valori plasmatici aumentati delle adipocitochine coinvolte nell'infiammazione (IL-1β, IL-6,

IL-8, IL-10, TNF-α e TGF-β)33,45. Per questo motivo è stato ipotizzato che l'obesità viscerale e
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l'infiammazione all'interno del tessuto adiposo bianco possano contribuire in maniera cruciale al

manifestarsi dell'insulino-resistenza e del diabete mellito di tipo 246,47 anche se in uno studio recente

è stato dimostrato che in soggetti obesi l'immuno-resistenza è legata più alla presenza della steatosi

epatica piuttosto che all'accumulo di grasso viscerale48. Ciò è dovuto al fatto che nel grasso

viscerale dei soggetti obesi viene rilasciata nella circolazione portale un'alta quantità di acidi grassi

liberi e glicerolo49 (Fig.5).

Il diabete mellito di tipo 2 (T2DM) è la forma più frequente di diabete (9 casi su 10) rispetto alle

forme più comuni (il tipo 1 e il diabete gestazionale) ed è una condizione in cui l'organismo è

resistente all'insulina da lui stesso prodotta con conseguente accumulo di glucosio nel sangue

(iperglicemia); nella fase iniziale della malattia il pancreas produce più insulina in risposta

all'insulino-resistenza instauratasi ma con il passare del tempo le β-cellule si danneggiano e la

produzione di insulina ne risulta gravemente compromessa. Elevati livelli di glucosio nel sangue a

lungo termine possono danneggiare nervi e vasi sanguigni portando a disturbi cardiaci, infarto,

danni renali, cecità e amputazioni degli arti.

Molte persone destinate a sviluppare il T2DM hanno trascorso molti anni in uno stato di “pre-

diabete”, una condizione che si verifica quando i livelli di glucosio nel sangue sono più alti della

norma ma non abbastanza da consentire la diagnosi di T2DM50. Tra i fattori di rischio della malattia

troviamo, oltre all'obesità (che affligge circa il 55 % dei pazienti con T2DM51), l'invecchiamento

(anche se il disturbo può insorgere a qualsiasi età), l'inattività fisica e la familiarità. Chi ha un

parente di primo grado affetto da T2DM rischia maggiormente di sviluppare la malattia; inoltre, la

concordanza tra gemelli monozigoti è quasi del 100%52.

Dall'inizio degli anni 2000 il T2DM ha iniziato ad interessare sempre più bambini e adolescenti,

probabilmente in seguito all'aumento della prevalenza dell'obesità infantile degli ultimi decenni in

alcune regioni del pianeta53 (Fig.1). Come l'obesità, il T2DM è presente in tutto il mondo ma è più

comune nei paesi sviluppati: qui l'aumento dell'incidenza va di pari passo con l'urbanizzazione e il

cambiamento dello stile di vita o, meglio, con l'introduzione di una dieta “in stile occidentale”.

Secondo la World Health Organization nel 2000 le persone diabetiche erano 171 milioni (il 2.8 %

della popolazione) e si stima che nel 2030 la sua incidenza sarà raddoppiata54 predicendo una vera e

propria epidemia55.

La “gestione” del diabete, intesa sia come strategia di prevenzione che come approccio terapeutico,

si basa prima di tutto su modifiche alla dieta e sullo svolgimento di attività fisica. In un importante

studio, il Diabetes Prevention Program (DPP)56 è stato dimostrato come persone con prediabete

siano capaci di ridurre notevolmente il rischio di sviluppare diabete perdendo dal 5 % al 7 % del

loro peso corporeo seguendo una dieta a basso contenuto lipidico e calorico e svolgendo
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regolarmente attività fisica. Addirittura, a 10 anni dal DPP una perdita di peso modesta era in grado

di ritardare l'insorgenza del T2DM di 4 anni, in media. Anche l'assunzione a scopo profilattico del

farmaco metformina, che aumenta l'efficacia dell'insulina, è in grado di ritardare la progressione del

prediabete a T2DM57. Essendo il T2DM una patologia cronica, gli accorgimenti appena descritti

sono teoricamente utili per limitare le complicazioni a breve e a lungo termine della malattia. 

In ultima analisi, oltre l'approccio farmacologico c'è l'approccio chirurgico: è noto da qualche anno

che gli interventi di chirurgia bariatrica possono indurre remissione della patologia nel 60-80 % dei

pazienti con obesità severa e diabete. Quale sia il meccanismo alla base di questo fenomeno è

ancora intenso oggetto di ricerca. Questi miglioramenti infatti non sono riconducibili unicamente

alla perdita di peso perché la riduzione di glucosio ematico previene qualsiasi variazione della

massa corporea. Questo approccio chirurgico potrebbe diventare nel prossimo futuro il trattamento

standard per le persone obese affette da T2DM58. A questo argomento dedicheremo il capitolo 3

dell'introduzione.

2.5 La steatoepatite non alcolica (NAFLD)

È possibile distinguere due ampie categorie di steatosi epatica: quella “alcolica” o AFLD (Alcoholic

Fatty Liver Disease) e quella “non alcolica” o NAFLD (Non-Alcoholic Fatty Liver Disease).

Quest'ultima comprende uno spettro morfologico di lesioni epatiche che va dal semplice accumulo

di trigliceridi negli epatociti (steatosi epatica) a lesioni infiammatorie (steatoepatite non-alcolica o

NASH) fino ad arrivare col tempo a cirrosi e carcinoma epatocellulare59. Mentre la NASH è una

condizione con un elevato potenziale di progressione a cirrosi, la steatosi semplice sembra avere un

decorso più benigno, in quanto la progressione del danno epatico è di lieve entità o assente60.

L'obesità, il diabete mellito, l'ipertensione e la dislipidemia sono tutti fattori di rischio associati alla

steatosi semplice e alla NASH61. Sembra che a giocare un ruolo significativo nella patogenesi della

steatosi epatica siano fondamentalmente tre fattori: una diminuita capacità di ossidare gli acidi

grassi, un'aumentata distribuzione e trasporto di acidi grassi liberi nel fegato e un'aumentata sintesi

epatica degli acidi grassi62–64. Inoltre, la steatosi è chiaramente ed inestricabilmente legata a

modifiche delle funzioni mitocondriali65,66. Il mitocondrio infatti ha un ruolo importante nel

metabolismo dell'epatocita perché è la sede principale dell'ossidazione degli acidi grassi e della

fosforilazione ossidativa. Sono molti gli enzimi coinvolti nella β-ossidazione mitocondriale e

deficienze anche parziali di questi enzimi possono portare allo sviluppo di steatosi

epatica67,68 (Fig.6).
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Fig.669 Una dieta ipercalorica e ad alto contenuto di lipidi protratta nel tempo causa l'accumulo di grassi negli epatociti che, a sua volta, provoca
un'alterazione dell'assorbimento dei grassi, della lipogenesi e dell'ossidazione con conseguente squilibrio nell'omeostasi lipidica. Tutto questo può
portare a insulino-resistenza, sindrome metabolica e disturbi cardiovascolari.

Non è ancora chiaro quale sia il meccanismo che porta dalla steatosi alla steatoepatite. Secondo

l'ipotesi dei “due colpi”69, il “primo colpo” comporta l'accumulo di trigliceridi negli epatociti che

causa un circolo vizioso di disfunzione metabolica; una volta che si è manifestata la steatosi epatica,

la progressione a steatoepatite implica un “secondo colpo” nel quale lo stress ossidativo gioca un

ruolo chiave. Questo perché il fegato è più suscettibile al danno ossidativo59 e alla perossidazione

lipidica70 e le modifiche chimiche delle molecole biologiche possono essere tossiche per le cellule o

possono stimolare risposte immunitarie autoimmuni che portano ad infiammazione, produzione di

collagene e ulteriore progressione della malattia71–73.

Poiché obesità e diabete sono due importanti fattori di rischio per la fomazione di grasso epatico,

non sorprende che molti soggetti con NAFLD siano insulino-resistenti a livello del muscolo, del

fegato e del tessuto adiposo. Non tutti gli insulino-resistenti però sviluppano NASH. Ciò suggerisce

che l'insulino-resistenza sia necessaria ma non sufficiente allo sviluppo della NAFLD74 e che la

presenza del diabete peggiori una situazione problematica già presente75. A supporto di questa

ipotesi citiamo un interessante studio del 200974 nel quale si osserva che in pazienti obesi con

NASH l'adiponectina, famosa per il suo ruolo protettivo e antinfiammatorio, promuove invece il

danno epatico: l'espressione dei recettori epatici dell'adiponectina è aumentata indipendentemente

dalla presenza dell'obesità ed è direttamente proporzionale ai livelli di enzimi epatici. Bassi livelli di

adiponectina sono associati ad iperespressione di fattori infiammatori che non favorisce solo

l'accumulo di trigliceridi nel fegato ma anche la sua progressione verso infiammazione e fibrosi.

3. La chirurgia dell'obesità

I pazienti con obesità severa sono resistenti alla terapia conservativa (dieta, esercizio fisico,

farmaci)76. A partire dagli anni '60, sono stati messi a punto degli interventi di chirurgia bariatrica
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che consentono di perdere, in media, tra il 40 % e il 75 % del peso corporeo in eccesso. Questi

interventi sono nati per i pazienti con IMC ≥ 40 kg/m2 con associate comorbidità77 ma, poiché

spesso il T2DM migliora o addirittura va in remissione dopo l'intervento, i criteri di eleggibilità dei

pazienti candidati alla chirurgia hanno modificato il cut-off del IMC a 35 kg/m2. La chirurgia

bariatrica non ha solo uno scopo terapeutico rispetto all'obesità e alle patologie ad essa associate ma

anche preventivo in quanto è in grado di prevenire o ritardare l'insorgenza del T2DM78.

Il principio su cui si basano questi interventi è quello di ottenere una perdita di peso inducendo un

malassorbimento di vario grado, per lo più per la componente grassa degli alimenti, e/o un

obbligato minor introito alimentare, e pertanto calorico, indotto da una cosiddetta “restrizione

gastrica”. Questi interventi mirano a ridurre significativamente la capacità volumetrica dello

stomaco in modo da indurre un senso di sazietà precoce79,80.

Interventi di chirurgia bariatrica più utilizzati attualmente (Fig.7):

- Diversione Bilio-pancreatica (Fig.7a). Fu ideata e messa in pratica per la prima volta nel 1979 dal

Prof. Nicola Scopinaro e rappresenta l’intervento malassorbitivo più diffuso. Consiste nella

resezione del digiuno a 120 cm dal legamento di Treitz e, usando una suturatrice lineare di 45 mm,

viene poi realizzata un'enterostomia a 150 cm dall'ansa alimentare. Con l'ausilio di un catetere naso-

gastrico, viene creata una tasca gastrica sottocardiale di 30-50 ml di volume sezionando lo stomaco

con una suturatrice lineare e, successivamente, verrà realizzata un'anastomosi gastro-digiunale di

2.5-3 cm con sutura manuale.

- Roux-en-Y Gastric Bypass (RYGB) (Fig.7b) . È la procedura più diffusa e permette la perdita di

peso maggiore senza sintomi da malassorbimento rilevanti. Inoltre, migliora il controllo glicemico

nell'80 % dei pazienti con T2DM81. La procedura prevede la creazione di una piccola tasca, il cui

volume è di circa 30 ml; questa si riversa attraverso un'anastomosi (dimensioni di 1 cm) in un'ansa

digiunale evitando in tal modo il transito del cibo attraverso stomaco distale e duodeno, mentre tali

visceri esclusi vengono anastomizzati a circa 100-120 cm dall’anastomosi gastrodigiunale con un

ansa ad Y.

- Bendaggio gastrico (Fig.7c). Il riempimento della porzione più prossimale dello stomaco viene

ridotto mediante un anello cavo. L'anello è collegato ad una riserva sottocutanea di soluzione salina

aggiungendo o togliendo la quale si può regolare la dimensione dell'anello. La perdita media di peso

corporeo in eccesso dopo 5 anni dal bendaggio è del 45 %82.

- Duodenal Switch (DS) (Fig.7d). Viene praticata dalla prima metà degli anni '90 con una perdita

media di peso corporeo in eccesso del 70 % e basso rischio di complicazioni83–85. La grande curva

dello stomaco viene rimossa, creando un canale meno curvo a forma di manicotto. La prima parte
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del duodeno è unita all'ileo a circa 100 cm dalla valvola ileocecale, il che produce un

malassorbimento controllato e mantiene la perdita di peso. A partire dal 2001, si iniziò a praticare la

riduzione dello stomaco con formazione del manicotto come un'operazione indipendente perché in

molti pazienti era sufficiente a garantire una perdita di peso soddisfacente86 (60 % a 5 anni

dall'intervento) e comparabile al by-pass gastrico anche in termini di miglioramento dell'omeostasi

del glucosio87–89. La procedura prese il nome di Sleeve Gastrectomy (SLG).

- Sleeve Gastrectomy (SLG): Resezione della grande curvatura gastrica, con confezionamento di un

manicotto gastrico, senza modifiche anatomiche dell’intestino tenue.

Fig.790,91 I quattro tipi di intervento più comuni in chirurgia bariatrica al giorno d'oggi: a) Diversione biliopancreatica, b) Roux-en-Y Gastric Bypass
(RYGB), c) Bendaggio gastrico, d) Duodenal Switch (DS).

Nella fase post-operatoria di tutti questi interventi si verifica una diminuzione nell'assunzione o

nell'assorbimento dei nutrienti e una perdita di massa adiposa, accompagnata da un miglioramento

dell'insulino-sensibilità92. Dopo il bendaggio gastrico la risoluzione del T2DM avviene nel 40 % dei

pazienti93 mentre dopo gli interventi in cui i nutrienti transitano rapidamente nell'ileo (RYGB, DS)

la risoluzione del diabete avviene nell'80 % dei casi94,95.

Si pensa che le incretine ricoprano un ruolo importante nella remissione del diabete96. Le incretine

sono ormoni intestinali stimolati dal passaggio del cibo che causano la secrezione di insulina da

parte della β-cellula. Si sa per certo che in seguito al contatto delle cellule L dell'ileo con cibo
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indigerito si verifica un'elevata secrezione di glucagon-like peptide-1 (GLP-1) nel circolo

sanguigno97; questo ormone stimola la proliferazione delle β-cellule pancreatiche aumentando la

secrezione di insulina e migliorando il controllo della glicemia. Un altro importante ormone

coinvolto nel controllo del peso è la grelina (growth hormone-releasing hormone) che è secreta

dallo stomaco durante il digiuno allo scopo di stimolare l'assunzione di cibo98. Dopo interventi di

chirurgia bariatrica che comportano l'asportazione di una grande porzione di stomaco la grelina

plasmatica risulta ridotta.

4. L'organo adiposo

Nei mammiferi i tessuti adiposi sono contenuti in un organo “multi-deposito”: l'organo adiposo.

Questo consiste in una serie di depositi sottocutanei (localizzati appunto nello spazio sottocutaneo) e

viscerali (in stretta vicinanza degli organi del tronco) ognuno dei quali è associato a specifici

peduncoli nervo-vascolari, così come altri organi dell'organismo. Per questa loro autonomia

anatomica alcuni ricercatori preferiscono chiamarli “mini-organi”99.

Alcune aree di questi depositi sono costituite prevalentemente da adipociti bruni e corrispondono al

tessuto adiposo bruno (brown adipose tissue o BAT) mentre molte sono costituite prevalentemente

da adipociti bianchi e corrispondono al tessuto adiposo bianco (white adipose tissue o WAT) (Fig.8).

Gli adipociti bruni e i bianchi hanno diversa anatomia e funzione. 

Fig.8100 Aspetto istologico del tessuto adiposo bruno (BAT) (a) e del tessuto adiposo bianco (WAT) (b) al microscopio ottico.

I primi sono cellule termogeniche: nei mammiferi sono fortemente regolati dal sistema nervoso

simpatico per mantenere costante la temperatura corporea quando quella ambientale scende sotto i

28-30 °C101. Per produrre calore gli adipociti bruni sono attivati da innervazioni simpatiche che,

agendo sugli adrenorecettori beta3 (beta3AR), inducono la degradazione degli acidi grassi nei loro

grandi mitocondri. Nella membrana interna di questi organelli si trova la proteina UCP1 (Un-

Coupling Protein 1) che, disaccoppiando la fosforilazione ossidativa, fa sì che l'energia venga

dissipata sottoforma di calore102,103. Gli adipociti bruni immagazzinano i trigliceridi in molte piccole

21



gocce citoplasmatiche in modo da riuscire a bruciare rapidamente grandi quantità di acidi grassi

(Fig.8a). Anche gli adipociti bianchi possiedono i recettori beta3AR ma in quantità molto minore

rispetto agli adipociti bruni. Gli adipociti bianchi immagazzinano e rilasciano energia sottoforma di

lipidi e questa capacità è essenziale perché consente di sopravvivere a lunghi periodi di digiuno104.

La loro forma geometrica larga e sferica consente il massimo accumulo nel minimo spazio: più del

90 % del volume degli adipociti bianchi è occupato da una goccia lipidica uniloculare contenente

trigliceridi (Fig.9b). Gli adipociti bianchi sono inoltre in grado di secernere ormoni (leptina) e

citochine che influenzano la modalità di ricerca e assunzione del cibo104.

I depositi sottocutanei e viscerali sono separati tra loro da barriere anatomiche ben definite: i primi

sono delimitati da una capsula di tessuto connettivo mentre i secondi sono delimitati dai foglietti

peritoneali. Al loro interno sono presenti contemporaneamente sia gli adipociti bianchi che i bruni

ma sono presenti anche forme intermedie di adipocita105 che sono multilobulari ma non esprimono

la proteina UCP1. Questi adipociti intermedi si trovano solitamente nelle zone di confine tra BAT e

WAT106.

4.1 La plasticità dell'organo adiposo

La colorazione del deposito adiposo è determinata dalla prevalenza, al suo interno, di adipociti

bianchi o bruni. Questa composizione cellulare può essere influenzata da diversi fattori quali: l'età,

la specie, l'ambiente e le condizioni nutrizionali. È importante sapere infatti che la quantità di

adipociti bruni presenti in ogni deposito è specie-specifica (ovvero determinata

geneticamente)107 ma anche l'età ha il suo peso: è stato dimostrato che in ratti anziani la componente

BAT viene progressivamente sostituita da quella WAT108,109. Le sorprendenti proprietà plastiche

dell'organo adiposo emergono soprattutto in presenza di modifiche della temperatura ambientale e

di stimoli nutrizionali, le due condizioni che maggiormente ci interessano nell'ambito di questa tesi.

Queste situazioni infatti sono in grado di modificare molto l'anatomia dell'organo ma questa

plasticità non è limitata a queste condizioni in quanto sembra che durante gli stati di gravidanza,

allattamento e post-allattamento gli adipociti bianchi abbiano la capacità di convertirsi in cellule

epiteliali che secernono latte.

4.2 Effetti della temperatura ambientale sull'organo adiposo

L'esposizione ad alte temperature comporta una riduzione dello stimolo nervoso simpatico sul BAT

e quindi una diminuzione del calore prodotto dagli adipociti bruni. Da un punto di vista morfologico

questo corrisponde ad una trasformazione degli adipociti bruni in cellule simili agli adipociti

bianchi durante la quale si riduce l'espressione del gene di UCP1 e aumenta quella del gene della
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leptina110. La trasformazione che avviene quindi non è solo morfologica ma anche funzionale:

l'adipocita perde le sue proprietà termogeniche ma acquisisce la capacità tipica dell'adipocita bianco

di produrre ormoni.

Al contrario, l'esposizione a basse temperature attiva immediatamente il sistema nervoso simpatico

e quindi l'attivazione funzionale degli adipociti bruni mediante la noradrenalina. Il tessuto si

riorganizza sintetizzando nuovi mitocondri e più UCP1. Inoltre, nel giro di pochi giorni aumenta il

numero di cellule, di vasi e di terminazioni nervose102,111. È un cambiamento che non interessa solo

il BAT ma l'intero organo. Osservazioni al microscopio elettronico a trasmissione hanno rivelato

che l'organo adiposo di topi e ratti adulti tenuti alla termoneutralità e nutriti con una dieta normale

non contiene né cellule completamente indifferenziate né cellule scarsamente differenziate. Negli

animali esposti al freddo invece compaiono preadipociti bruni sia nel BAT che nel WAT in zone

perivascolari. Indipendentemente dall'esistenza di precursori distinti per le cellule bianche o brune

quindi, la loro comparsa in depositi diversi degli animali adulti dipende chiaramente dalle

condizioni microambientali del tessuto: l'aumento della concentrazione della noradrenalina è

seguita dallo sviluppo di nuove cellule brune nei vari depositi dell'organo112,113. A conferma di

quanto detto, lo sviluppo di preadipociti bianchi nelle varie aree dell'organo sembra essere innescato

da stimoli volti ad aumentare la capacità di immagazzinare energia.

4.3 La teoria della transdifferenziazione

Secondo il gruppo di ricerca del professor Cinti, gli adipociti bianchi e bruni possono

“transdifferenziare” uno nell'altro all'interno dell'organo adiposo114. La transdifferenziazione è un

fenomeno biologico mediante il quale una cellula differenziata si trasforma fenotipicamente e

funzionalmente in una cellula differenziata di un altro tipo senza subire sdifferenziamento115. È noto

che ratti esposti al freddo in maniera cronica (10 giorni) subiscono il cosiddetto fenomeno del

“browning” in cui parte del WAT si trasforma in un deposito dall'aspetto bruno in cui i nuovi

adipociti multiloculari e ben differenziati che lo compongono non esprimono solo mRNA di UCP1

ma anche la proteina. In topi esposti al freddo in maniera acuta (2 giorni) queste nuove cellule

esprimono mRNA di UCP1 ma non la proteina e lo stesso esperimento condotto su animali

transgenici non in grado di esprimere beta3AR ha evidenziato la completa inibizione della

transdifferenziazione. Ciò suggerisce che solo una sottopopolazione di adipociti bianchi è destinata

alla trasformazione confermando il fatto che il passaggio bianco-bruno è una successione di fasi che

inizia con la trasformazione del vacuolo lipidico da uni a multiloculare, seguita dall'espressione di

UCP1114.

Il fenomeno del “browning” ha recentemente attratto l'attenzione di molti ricercatori in quanto
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sembra che anche nell'uomo adulto siano presenti adipociti bruni metabolicamente attivi, rilevabili

mediante la tomografia ad emissione di positroni (PET)116,117. Di conseguenza, molto interessante in

un'ottica umana è stato sapere che topi che hanno un BAT abbondante sono resistenti all'obesità118 e

che, al contrario, topi privi di adipociti bruni funzionali sono inclini all'obesità e al T2DM119,120.

Studi condotti su questi due tipi di animali hanno permesso di osservare che, quando esposti alla

temperatura di 6 °C per 10 giorni, la quantità totale di adipociti bruni aumentava in entrambi e che

questo incremento era equivalente al decremento degli adipociti bianchi (il numero totale di

adipociti rimane invariato)105,106. Fa eccezione il deposito sottocutaneo interscapolare: qui l'aumento

del numero degli adipociti bruni era significativamente più alto della diminuzione del numero degli

adipociti bianchi. Quest'ultima osservazione e il fatto che il passaggio bianco-bruno avvenga senza

tracce di apoptosi suggerisce che il fenomeno del “browning” che caratterizza l'organo adiposo

degli animali esposti al freddo sia supportato in parte dalla proliferazione o dallo sviluppo di

precursori degli adipociti bruni e in maniera più significativa dalla trasformazione diretta degli

adipociti bianchi in bruni100.

Questo passaggio diretto implica un meccanismo fisiologico di riprogrammazione del genoma che

potrebbe essere usato nei mammiferi (incluso l'uomo) come strategia terapeutica per prevenire lo

sviluppo eccessivo di WAT e aumentare la quantità di BAT.

4.4 Effetti dell'eccesso calorico sull'organo adiposo

Come abbiamo già detto in precedenza, mentre i meccanismi omeostatici dell'organismo lavorano

per mantenere il bilancio energetico vicino allo zero, ad un bilancio positivo corrisponde un

aumento dell'accumulo di energia nelle cellule sottoforma di trigliceridi mentre ad un bilancio

negativo corrisponde una diminuzione dell'accumulo dei grassi e una diminuzione del volume

dell'adipocita.

Nel corso degli anni, numerosi studi hanno permesso di concludere che nell'uomo adulto le

variazioni di peso corrispondono proprio a variazioni nel volume dell'adipocita121–123. Su queste basi

si potrebbe concludere che ci sia un punto critico nello sviluppo in cui si raggiunge il numero

massimo di cellule e oltre il quale non si ha più turnover. Al contrario, studi fatti con il 14C hanno

dimostrato che gli adipociti sono una popolazione cellulare dinamica e fortemente regolata124. Nuovi

adipociti sostituiscono continuamente altri che vengono persi: ogni 8 anni il 50 % degli adipociti del

tessuto sottocutaneo umano viene completamente rinnovato123. Nel WAT dell'umano adulto sono

presenti adipociti necrotici e apoptotici124 anche se il numero totale degli adipociti non cambia con

l'età, quindi questo significa che alla stessa velocità a cui gli adipociti muoiono vengono reclutati

preadipociti che diventeranno cellule mature contenenti trigliceridi.
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In generale, bisogna tenere presente che in condizioni fisiologiche la massa grassa umana è il

risultato sia del volume degli adipociti che del loro numero (solo fino alla maturità puberale) perché

questo concetto è importante nella caratterizzazione dell'obesità. Da un punto di vista strettamente

cellulare, l'obesità può essere di due tipi125 (Fig.9):

Fig.9126 La cellularità adiposa nel magro e nell'obeso. L'ipertrofia è presente in tutti i gradi di obesità. Gli individui sovrappeso hanno in media degli
adipociti più grandi dei magri, senza evidenti variazioni nel numero di cellule. L'obesità è caratterizzata da adipociti sia più grandi che piu numerosi,
rispetto ai magri. Tuttavia, ad un grado di obesità più severo corrisponde un'iperplasia più evidente.

- ipertrofica quando è caratterizzata da un aumento del volume degli adipociti. È caratteristica di

tutte le persone sovrappeso e obese.

- iperplastica quando è caratterizzata da un aumento del numero degli adipociti. È fortemente

correlata all'obesità severa ed è caratteristica dell’età evolutiva.

Queste trasformazioni morfologiche dell'organo adiposo avvengono quando il bilancio energetico è

positivo ed interessano prevalentemente la sua componente bianca. Studi sugli animali suggeriscono

che l'ipertrofia preceda temporalmente l'iperplasia e che questo passaggio avvenga al

raggiungimento della cosiddetta “dimensione critica della cellula adiposa” cioè quel volume oltre il

quale l'adipocita non è più in grado di immagazzinare trigliceridi. Sembra che i fattori paracrini

secreti dal tessuto adiposo (TGF-β, TNF-α, angiotensina II, leptina, resistina ecc.) abbiano un ruolo

centrale nel modulare l'adipogenesi e quindi la morfologia del tessuto nell'obesità. Tra questi la

leptina, anzi la presenza del suo recettore, sembra essere essenziale nell'indurre iperplasia, come è

stato osservato in studi su topi obesi transgenici127. Ad oggi non è possibile stabilire se l'iperplasia

che si osserva negli obesi/obesi severi sia il risultato del reclutamento di nuovi adipociti o se il

fenomeno avvenga in persone predisposte a diventare tali (sulla base del numero di adipociti
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precedenti la vita adulta)122. Certamente in età adulta il numero di cellule non diminuisce neanche

dopo un lungo periodo di dimagrimento. Ecco perché gli obesi iperplastici hanno molta più

difficoltà nel perdere peso mediante dieta rispetto agli obesi ipertrofici. Negli iperplastici il

raggiungimento di una perdita di peso permanente non è possibile né con la dieta né con l'esercizio

fisico ma solo con la chirurgia in quanto permette una riduzione delle calorie ingerite (RYBG) e la

rimozione chirurgica del grasso in eccesso (chirurgia ricostruttiva o liposuzione)126.

Un bilancio energetico positivo interessa anche la componente bruna dell'organo. Gli adipociti bruni

degli animali obesi sono generalmente simili alle cellule bianche. Si osservano cellule uniloculari

dove solitamente si trovano gli adipociti bruni ma al loro interno si trovano mitocondri caratteristici

diversi da quelli normali delle cellule bianche. Inoltre esprimono sia UCP1 sia la leptina,

quest'ultima tipica delle cellule bianche128 e nella loro popolazione c'è un elevato tasso di apoptosi

dovuto all'elevata quantità di TNF-α (Tumor Necrosis Factor alpha) presente129.

4.5 Istopatologia dell'organo adiposo obeso

È stato osservato che la morfologia del tessuto adiposo ha una rilevanza clinica: l'ipertrofia infatti è

associata ad una minore insulino-sensibilità, anche negli individui magri e apparentemente sani130.

Inoltre, due studi dipendenti hanno dimostrato che l'ipertrofia adiposa è un fattore di rischio

indipendente per il T2DM131,132.

Per spiegare questo fenomeno iniziamo dicendo che l'adipocita disfunzionale di topi e umani obesi

esprime elevati livelli di una citochina che classicamente è prodotta dai macrofagi: il TNF-α. Si

ipotizza che questa citochina abbia un ruolo nell'insulino-resistenza perché interferirebbe con la

forforilazione del substrato 1 del recettore dell'insulina, essenziale per la cascata di segnale che

segue l'attivazione del recettore stesso133. 

Fig.10134 Modello ipotetico di infiammazione cronica e insulino-resistenza dell'adipocita. Quando l'adiposità raggiunge una certa soglia, i fattori
secreti dagli adipociti inducono l'attivazione e l'infiltrazione dei macrofagi. I macrofagi attivati secernono citochine che possono danneggiare
l'insulino-sensibilità dell'adipocita e stimolare un'ulteriore attivazione e infiltrazione di monociti periferici e macrofagi nell'adipe. I preadipociti
possono anche secernere chemochine sotto lo stimolo di TNF-α, il che contribuisce all'infiltrazione macrofagica. Questa amplificazione del segnale
danneggia sempre più l'azione dell'insulina sull'adipocita e può causare insulino-resistenza sistemica.
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Inoltre, nel 2003 due laboratori indipendenti hanno dimostrato che il tessuto adiposo degli animali e

degli umani obesi è infiltrato da macrofagi, il che provoca uno stato di infiammazione cronica sub-

clinica. Questa infiltrazione è correlata positivamente alla dimensione degli adipociti e coincide con

l'insorgere dell'insulino-resistenza134,135 (Figg.3,10).

Ma perché i macrofagi si infiltrano nel tessuto adiposo degli obesi? Smorlesi e coll hanno

dimostrato che più del 90 % dei macrofagi immunoreattivi circondano gli adipociti morti sia nel

topo magro che nell'obeso, formando strutture dalla caratteristica forma “a corona” (Crown-Like

Structures o CLSs) (Fig.11). Le CLSs sono 30 volte più numerose nell'adipe degli obesi che in

quello dei magri e la loro densità è correlata positivamente alla dimensione degli adipociti,

indipendentemente dal grado di obesità.

Fig.11136 Nel WAT i macrofagi si organizzano in CLSs (Crown-Like Structures) intorno ai singoli adipociti con una frequenza maggiore nell'obesità.
Quasi tutti i macrofagi immunoreattivi (colore marrone) si aggregano formando poche (A = topo magro) o molte (B = topo obeso) CLSs tra gli
adipociti uniloculari. Nella figura C abbiamo un ingrandimento dell'angolo inferiore destro della B in cui si nota una cellula gigante muntinucleata
(MGC), colorata intensamente di marrone. In D abbiamo un'ulteriore ingrandimento della MGC in cui la colorazione blu conferma la presenza di
nuclei multipli. (Scala = 100 μm per A e B, 28 μm per C e 10 μm per D). 

Nell'uomo si osserva una situazione simile. A causa delle grandi dimensioni dei macrofagi e del

lungo tempo necessario per la rimozione degi adipociti morti si instaura uno stato di infiammazione

cronica sub-clinica simile a quella da reazione da corpo estraneo136.

Qualche anno fa si è avuta la conferma che la morte dell'adipocita è un fenomeno normale

nell'uomo magro ed è accelerato nell'uomo obeso123.

La densità delle CLSs è correlata positivamente alle dimensioni dell'adipocita sia nel deposito

sottocutaneo che in quello viscerale del topo obeso. Tuttavia, a parità di dimensione dell'adipocita,

la densità delle CLSs è più alta nel grasso viscerale. Ciò suggerisce che gli adipociti viscerali siano

più fragili e che raggiungano la dimensione critica che induce la morte cellulare (Critical Death

Size o CDS) prima degli adipociti sottocutanei137.
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5. La tiroide e la regolazione del bilancio energetico

Gli ormoni tiroidei sono noti da almeno un secolo per la loro capacità di regolare il tasso metabolico

basale e oggi sono considerati importanti nel controllare la maggiorparte dei processi fisiologici

(crescita, sviluppo, metabolismo di carboidrati, grassi e proteine, termogenesi)138–141. Secondo la

visione classica, essi modulano il bilancio energetico interagendo direttamente con i tessuti

metabolicamente attivi: fegato, tessuto adiposo (BAT e WAT), cuore, muscolo scheletrico141–143.

L'importanza omeostatica degli ormoni tiroidei nel metabolismo energetico è esemplificata dai

pazienti con disfunzione tiroidea, affetti da ipertiroidismo (es. disturbo di Graves) o ipotiroidismo

(es. tiroidite di Hashimoto). Negli ipertiroidei una tiroide iperattiva produce grandi quantità di

ormoni tiroidei con conseguente eccesso di ormoni liberi circolanti e tasso metabolico aumentato. In

particolare, l'85 % dei pazienti ipertiroidei perde peso nonostante assuma più cibo141. Al contrario,

negli ipotiroidei diminuisce il tasso metabolico con conseguente aumento di peso nonostante la

minore assunzione di cibo144,145. Tuttavia, evidenze recenti e sempre più evidenti stanno spostando la

prospettiva dei ricercatori da una visione “periferica” a una più “centrale”: gli ormoni tiroidei

modulerebbero i sistemi periferici agendo sul sistema nervoso centrale146.

5.1 Anatomia e fisiologia della tiroide

La tiroide è una ghiandola endocrina situata nella parte anteriore del collo, al di sotto della

cartilagine tiroidea (o pomo d'Adamo negli individui di sesso maschile). È un organo dalla forma a

farfalla ed è composta da due lobi conici, il destro e il sinistro, connessi dall'istmo tiroideo. La

ghiandola fronteggia e circonda la laringe e la trachea, raggiungendo posteriormente l'esofago e il

fascio vasculo-nervoso. È coperta da una guaina fibrosa, la “capsula glandulae thyroidea”,

composta da uno strato interno e da uno esterno. Tra i due strati della capsula e nella zona posteriore

dei lobi si trovano due ghiandole paratiroidi per ogni lobo (Fig.12). La tiroide è una delle più

grandi ghiandole endocrine dell'organismo umano: pesa 2-3 grammi nei neonati e 18-60 grammi

negli adulti e il suo volume aumenta in gravidanza. È innervata dal sistema nervoso simpatico e

parasimpatico.

Fig.12 Il sistema endocrino nell'uomo (a) e il posizionamento di tiroide e paratiroidi (b).
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A livello microscopico, possiamo distinguere tre principali componenti della ghiandola:

- i follicoli assorbono iodio dal circolo sanguigno (sottoforma di ioni ioduro I-) per produrre gli

ormoni tiroidei. Nei follicoli si trova la colloide, un materiale di riserva per la produzione di ormoni

tiroidei, ricca in tireoglobulina (TG).

- le cellule follicolari sono cellule epiteliali che circondano i follicoli disponendosi a singolo strato.

Secernono gli ormoni tiroidei T3 e T4.

- le cellule parafollicolari si trovano tra le cellule follicolari e i follicoli e secernono calcitonina, un

ormone che contribuisce alla regolazione dei livelli di calcio nel sangue.

La funzione primaria della tiroide è quella di produrre gli ormoni tiroxina (3,3',5,5'-tetraiodotironina

o T4), triiodotironina (3,3',5-triiodotironina o T3) e calcitonina. T4 è sintetizzata dalle cellule

follicolari a partire dalla tirosina libera e sui residui di tirosina della TG. Lo iodio è catturato dal

perossido di idrogeno generato dall'enzima tiroperossidasi (TPO)147 e viene legato in posizione 3' e

5' dell'anello benzenico dei residui di tirosina sulla TG, oltre che su quello della tirosina libera.

Sotto lo stimolo del Thyroid Stimulating Hormone (TSH) le cellule follicolari riassorbono la TG e le

tirosine iodinate vengono tagliate proteoliticamente dalla TG, formando T4 e T3 che vengono

rilasciati nel circolo sanguigno. Il 90 % degli ormoni tiroidei secreti dalla tiroide è T4 e solo il

restante 10 % è T3. T4 ha una bassa attività biologica rispetto a T3 il quale ha 100 volte più affinità

per il suo recettore rispetto a T4138,139,148; per questo motivo T4 è considerato un pro-ormone e T3 è

considerato l'ormone attivo. Quasi tutto l'ormone tiroideo circolante è legato a proteine di trasporto

(thyroxine-binding protein, transtiretina, paraalbumina) ed è pertanto inattivo. Solo lo 0,03 % di T4

(fT4) e lo 0,3 % di T3 (fT3) circola in forma libera ed è biologicamente attivo. Di conseguenza, la

misurazione del rapporto fT3/fT4 ha un valore diagnostico mentre la quantità di ormone totale

circolante può essere ingannevole.

Essendo molecole lipofiliche, gli ormoni tiroidei attraversano facilmente la membrana cellulare

degli organi bersaglio. Nel citoplasma più dell'80 % di T4 viene convertito a T3; questo passaggio

critico nell'attivazione degli ormoni tiroidei è catalizzato dalle iodotironino-deiodonasi, enzimi

inusuali per il fatto di contenere selenio sottoforma dell'aminoacido selenocisteina149–151. T3 regola

la trascrizione di geni target legandosi a specifici recettori nucleari, i recettori degli ormoni tiroidei

(TR) (Fig.13). Il range di geni la cui espressione è regolata dagli ormoni tiroidei è molto ampio e va

dal potenziamento di altri pathways di trasduzione del segnale152, alla modulazione del segnale

adrenergico153–155.

L'azione selettiva degli ormoni tiroidei è determinata dalla disponibilità locale delle deiodinasi e dei

TR che si esprimono con pathways specifici per ogni tessuto e per ogni fase dello sviluppo139,156.

Inoltre, vengono sempre più spesso riscontrate azioni non genomiche degli ormoni tiroidei, le quali
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non coinvolgono direttamente la regolazione della trascrizione da parte dei TR157.

Fig.13141 L'azione nucleare degli ormoni tiroidei. Gli ormoni entrano nella cellula grazie a trasportatori (es. MCT8 nel cervello). Nel citoplasma, T4
viene convertito nella forma attiva T3 dalle deiodinasi D1 e D2. T3 si va a legare al recettore nucleare TR. Il recettore non legato eterodimerizza con
RXR (Retinoid X Receptor) e si lega a TRE (Thyroid-hormone Responsive Elements) e poi ad un corepressore, reprimendo l'espressione genica. Il
legame di T3 con il dominio di legame di TR ne provoca un cambiamento conformazionale, la rottura del legame con il corepressore e la promozione
del legame con un coattivatore che porta al reclutamento della polimerasi III e all'inizio della trascrizione. 

Sono noti tre tipi di deiodinasi (Fig.14):

Fig.14 Reazioni catalizzate dalle iodotironino-deiodinasi. Le deiodinasi hanno la capacità di rimuovere un atomo di iodio dall'anello esterno della
molecola di T4, attivandola a T3: in alternativa, possono rimuovere lo iodio dall'anello interno di T4 convertendola a reverse T3 (3,3',5-triiodotironina
o rT3) o da quello di T3 inattivandola a T2 (3,3'-diiodo-L-tironina).

- il tipo 1 (D1): è sia attivante che inattivante e si trova comunemente in fegato e reni

- il tipo 2 (D2): è il principale enzima attivante e si trova prevalentemente in cuore, muscolo

scheletrico, SNC, tessuto adiposo e tiroide

- il tipo 3 (D3): è il principale enzima inattivante ed è prevalente nei tessuti fetali e nella placenta.

Nei roditori la maggiorparte della T3 circolante deriva dall'azione della D1 mentre l'uomo dipende

principalmente dalla D2148. Anche l'inattivazione della T4 a rT3, mediata dalla D3, è importante nel

regolare i livelli tissutali di T3, specialmente nello sviluppo dell'asse tiroideo e degli organi di

senso158,159.

I TR sono codificati dai geni TRHA e TRHB, anch'essi secondo un pattern spaziale e temporale
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tessuto-specifico. TRHA codifica per quattro varianti di splicing: 

- la TRα1 è l'unica in grado di legare l'ormone tiroideo ed è ubiquitariamente espressa, con

prevalenza nel cervello e nei muscoli cardiaco e scheletrico 

- le TRα2, TRα3 e TRα4 non legano l'ormone ma sono comunque in grado di legarsi al DNA e

anch'esse sono ubiquitariamente espresse. La loro funzione in vivo è sconosciuta138,139,148.

THRB codifica per tre varianti di splicing, tutte in grado di legarsi all'ormone tiroideo:

- la TRβ1 è predominante in fegato, rene e tiroide

- la TRβ2 è espressa prevalentemente in cervello, tessuto adiposo e adenoipofisi

- la TRβ3 è espressa in rene, fegato e polmone139.

Queste tre varianti condividono la regione C-terminale, inclusi i domini di legame al DNA e

all'ormone tiroideo, ma hanno differenti porzioni N-terminali.

La produzione e il rilascio degli ormoni tiroidei sono controllati da un classico asse ipotalamico-

ipofisario (Fig.15):

Fig.15138 Schema dell'asse ipotalamico-ipofisario. L'ipotalamo libera il TRH (Thyrotropin Releasing Hormone) il quale stimola le cellule tireotrope
dell'adenoipofisi a sintetizzare e rilasciare la tireotropina o TSH (Thyroid Stimulating Hormone) in circolo. Il TSH, legandosi alle cellule follicolari
tiroidee, intensifica la sintesi e la secrezione degli ormoni tiroidei.

Così come accade in altri assi endocrini ipotalamico-ipofisari, il prodotto finale (gli ormoni tiroidei)

inibisce la produzione di TRH e TSH. La regolazione degli assi endocrini è una delle tante funzioni

regolate dall'ipotalamo, insieme alla funzione riproduttiva e al bilancio energetico. Questa regione

del cervello, situata sotto il talamo, è organizzata in clusters neuronali o nuclei. Ogni nucleo, grazie

alle sue proiezioni assonali, riceve segnali afferenti specifici per ogni esperienza sensoriale (es.

glucosio, aminoacidi, lipidi, ormoni, insulina, estrogeni, ormoni tiroidei) e li integra alterando

l'espressione dei suoi neuropeptidi ipotalamici. L'ipotalamo quindi integra i segnali sia periferici che

centrali, modulando l'insulino-sensibilità epatica160, l'accumulo del grasso nel WAT e l'ossidazione

degli acidi grassi negli adipociti161,162 e nel muscolo scheletrico163, la termogenesi nel BAT164,165.

5.2 Azione degli ormoni tiroidei sul fegato

Gli ormoni tiroidei hanno un ruolo chiave nella regolazione dell'omeostasi lipidica epatica. Le

isoforme β dei TR sono quelle maggiormente espresse nel fegato e i principali effetti fisiologici di
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T3 sono la regolazione della sintesi del glicogeno epatico e della glicogenolisi, la modulazione della

risposta dell'organo ad ormoni come l'insulina e alle catecolamine, la regolazione dell'espressione di

geni coinvolti nella lipogenesi epatica e nell'ossidazione degli acidi grassi.

Come vedremo successivamente, i mitocondri sono gli obiettivi centrali dell'azione degli ormoni

tiroidei e nelle diete ipercaloriche la compromissione della capacità ossidativa mitocondriale ha un

ruolo fondamentale nello sviluppo, nella persistenza e nel peggioramento della steatosi epatica e

della NAFLD (paragrafo 2.5, Fig.6). In uno studio recente166 è stato visto che T3, oltre ad esercitare

un forte effetto inibitorio sullo sviluppo della steatosi, causa una rapida regressione della steatosi

conclamata: in un modello nutrizionale di NAFLD (ratti nutriti con una dieta ricca di grassi e

mancante di colina-metionina) è stato dimostrato che co-somministrando T3 (4 mg/kg di cibo) alla

dieta si ottiene un forte effetto inibitorio sullo sviluppo di steatosi. Inoltre, lo stesso studio ha

evidenziato che la somministrazione di T3 per una sola settimana, successiva a 10 giorni della dieta

di cui sopra, causava una rapida regressione della steatosi conclamata riducendo molto i livelli di

trigliceridi epatici e l'espressione della COX2, deregolando pathways solitamente attivati nei

processi infiammatori (JNK, STAT3), riducendo la severità del danno epatico, come determinato dai

livelli sierici di AST e ALT. 

Trattamenti a lungo termine con T3 possono tuttavia avere una serie di effetti avversi, sia negli

animali che nell'uomo, come la tireotossicosi sistemica. Per questo motivo un vasto campo della

ricerca è dedicato all'identificazione di nuove molecole efficaci e sicure (T3-derivati e analoghi) per

il trattamento delle dislipidemie, della NAFLD, dell'obesità e dei disordini ad essi correlati69.

5.3 Azione degli ormoni tiroidei sul tessuto muscolare cardiaco

Gli ormoni tiroidei hanno un ruolo essenziale nel regolare l'omeostasi cardiovascolare e la

vascolarizzazione periferica167 in quanto regolano la funzione cardiaca sia direttamente (frequenza

cardiaca e contrattilità del miocardio) che indirettamente (resistenza vascolare sistemica, volume

ematico, secrezione di eritropoietina)167,168. Nell'ipotiroidismo può verificarsi disfunzione cardiaca

caratterizzata da contrattilità compromessa, disfunzione diastolica, rimodellamento del ventricolo

sinistro, incremento della resistenza vascolare sistemica e addirittura arresto cardiaco167,169.

Nel 2013 Weltman e coll170 osservano che in un modello sperimentale di ratti ipotiroidei, la

somministrazione di T3 biologicamente attivo è in grado di ripristinare i parametri cardiaci

compromessi (livelli di T3 e T4 circolanti e tissutali, atrofia cardiaca, disfunzione contrattile ecc.) in

maniera dose-dipendente, confermando che il ripristino dei livelli cardiaci di ormone tiroideo è

essenziale nel ristabilire la funzione cardiaca nell'ipotiroidismo171. In particolare, per normalizzare

T3 cardiaco è necessario un dosaggio tre volte maggiore di quello sufficiente a normalizzare T3
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ematico. Nel tentativo di capire quali siano i meccanismi responsabili di questi mismatch, Weltman e

coll sono stati i primi a caratterizzare in vivo i cambiamenti dei trasportatori cardiaci di membrana

degli ormoni tiroidei e delle proteine citosoliche che si legano agli ormoni in stati di alterazione

degli ormoni tiroidei stessi.

È noto che nei pazienti affetti da diabete mellito, la frequenza di ipotiroidismo è più alta rispetto ai

non diabetici172–174 e che probabilmente questa condizione contribuisce al rischio cardiovascolare e

alle sue conseguenze negative in questa popolazione di malati175. Il diabete mellito e l'ipotiroidismo

hanno effetti sinergici sulla funzione cardiaca e, complessivamente, queste osservazioni

suggeriscono che gli individui affetti da diabete mellito siano a più alto rischio di disfunzione

cardiaca associata ad uno squilibrio ormonale tiroideo a livello sia sistemico che locale. Weltman e

coll176 hanno recentemente osservato che in un modello sperimentale di diabete messo a punto sul

ratto, una quantità fisiologica di T3 può essere somministrata per un lungo periodo di tempo e può

avere effetti positivi sul cuore diabetico senza causare ipertiroidismo o innalzare i livelli circolanti

di T3 e T4. Inoltre, gli autori ipotizzano che la riduzione dei livelli di ormone tiroideo nel miocardio

che si osserva nei ratti diabetici sia il risultato di una maggiore degradazione D3-mediata. In effetti

osservano che nei cuori diabetici è presente un'elevata quantità della proteina D3 e del suo

mRNA177,178 e che il trattamento con T3 normalizza sia il contenuto di D3 tissutale con

contemporanea diminuzione dell'espressione dell'mRNA.

5.4 Azione degli ormoni tiroidei sul tessuto adiposo

Come abbiamo già detto nel discorso introduttivo, gli ormoni tiroidei modulano il bilancio

energetico dell'organismo interagendo direttamente con i tessuti metabolicamente attivi: fegato,

tessuto adiposo (BAT e WAT), cuore, muscolo scheletrico144–146. Qui la loro azione segnale può

essere controllata a livello di singola cellula attraverso l'attivazione o l'inattivazione selettiva degli

ormoni stessi tramite le deiodinasi. In particolare, nel BAT gli ormoni tiroidei sono essenziali

nell'attivazione della termogenesi adattativa in quanto agiscono in aggiunta all'attivazione mediata

dal sistema nervoso centrale (legame della norepinefrina, NE, all'adrenorecettore β3, beta3AR, vedi

paragrafo 4) mantenendone il segnale179 (Fig.16).

L'isoforma TRα1 è necessaria per il mantenimento della normale risposta adrenergica degli

adipociti bruni, mentre la TRβ1 media l'espressione genica di UCP1 indotta da T3143,180. Studi su

differenti modelli di topi knockout per TR e l'utilizzo di agonisti selettivi per le isoforme del

recettore hanno confermato i ruoli delle diverse isoforme di TR nella termogenesi del BAT. Una

deficienza globale di TRα1 e di TRα1/β, così come la delezione di tutte le isoforme di TRα portano

a ipotermia e intolleranza al freddo associate ad una ridotta termogenesi del BAT, quest'ultima
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Fig.16146 Meccanismo di modulazione del disaccoppiamento della fosforilazione ossidativa e della produzione di calore nel BAT. Il legame della
norepinefrina (NE) al beta3AR provoca un aumento dei livelli di cAMP che attiva rapidamente la lipolisi mediata dalla protein-chinasi A (PKA) e
dalla hormone sensitive lipase (HSL). I FFA vengono importati nel mitocondrio attraverso la carnitina palmitoiltransferasi 1a (CPT1a), garantendo la
β-ossidazione degli acidi grassi e l'attività del ciclo dell'acido citrico. Questo porta alla formazione di trasportatori ridotti FADH e NADH, che
vengono quindi ossidati dalla catena di trasporto degli elettroni. Di conseguenza, il pompaggio dei protoni fuori dal mitocondrio e la creazione di una
forza proton-motrice che riporta i protoni nella matrice mitocondriale attraverso la UCP1 porta alla produzione di calore mitocondriale. T3 e T4
agiscono sull'adipocita marrone aumentando l'azione stimolatoria di NE sulla termogenesi e intensificando l'immediato aumento dell'espressione del
gene di UCP1 mediato da cAMP, stimolando sia la trascrizione genica che l'emivita del mRNA. 

dovuta all'insensibilità alla risposta indotta dalla NE, nonostante la morfologia e lo sviluppo del

BAT fosse normale181–184. Anche i modelli knockout per le deiodinasi hanno fornito interessanti

informazioni sul ruolo degli ormoni tiroidei nel funzionamento del BAT: topi con una delezione di

Dio2 (il gene di D2), D2KO, hanno termogenesi compromessa dovuta ad un BAT disfunzionale185–

187. Sono inoltre molto suscettibili all'obesità indotta dalla dieta. Questo effetto migliora quando la

temperatura sale e scompare alla termoneutralità in quanto non c'è la necessità di preservare la

temperatura interna188–190.

In uno studio del 2010191 Hall e coll riportano che il difetto termogenico permanente del BAT nel

topo D2KO deriva da una compromissione dello sviluppo embrionale del tessuto. Gli embrioni

D2KO hanno livelli normali di T3 circolante ma, a causa della mancanza di T3 generato da D2 nel

BAT, nel tessuto diminuisce l'espressione dei geni che definiscono l'identità del BAT (UCP1, PGC-

1α, Dio2) il che porta a un danno nella differenziazione e nella capacità ossidativa. Poiché durante

lo sviluppo del BAT D2KO aumenta l'espressione di geni che regolano la formazione delle specie

reattive dell'ossigeno e diminuisce quella di geni ad azione antiossidante (inclusa la mioglobina), i

ricercatori ipotizzano che lo stress ossidativo che ne deriva sia associato alla diminuzione del

segnale dell'insulina e dell'adipogenesi che osservano nei preadipociti D2KO, essendo il fenomeno

già noto negli adipociti adulti192. Ne hanno conferma perché trattando gli adipociti D2KO con

l'antiossidante acido ascorbico recuperano il segnale insulinico. Questi dati hanno permesso di
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identificare un pathway critico nello sviluppo del BAT mediato dalle deiodinasi, che coinvolge sia

geni BAT-specifici che geni coinvolti in pathways diversi da quello della termogenesi (es.

protezione dal danno ossidativo). I geni UCP1, PGC-1α, Dio2 sono T3-responsivi179,193–195 e sono

stati collegati al funzionamento del BAT in maniera indipendente. Inoltre, PGC-1α è un coattivatore

del promotore di UCP1 insieme a PPARγ e TRβ 196 ed è necessario nell'aumento dell'espressione di

UCP-1 e Dio2 dopo stimolazione con un agonista del cAMP197. Hall et al. hanno osservato per la

prima volta che le espressioni dei tre geni UCP1, PGC-1α, Dio2 sono interconnesse nello sviluppo

del BAT, con D2 che genera T3 il quale aumenterà ulteriormente la sua produzione e indurrà UCP1

e PGC-1α in un ciclo a feedback positivo, che si alimenta in assenza di uno stimolo termogenico

(Fig.17).

Fig.17191 Modello di feedback positivo che coinvolge l'espressione di UCP1, PGC-1α, Dio2 durante lo sviluppo di BAT. È inoltre schematizzato il
ruolo di D2 e di T3 generato da D2 nello sviluppo degli adipociti marroni. Le interazioni riportate nella parte sinistra dell'immagine provvedono alla
maturazione dell'adipocita marrone con la sua funzione termogenica e limitano inoltre lo stress ossidativo. Se lo stress ossidativo non viene arginato,
il segnale insulinico e l'adipogenesi possono risultare alterate (parte destra).

Nell'uomo adulto sono state identificate delle regioni contenenti BAT metabolicamente attivo198–

200 che possono essere attivate da stimoli noradrenergici come l'esposizione al freddo201, in

particolare a livello del collo e della parte superiore del torace. Inoltre, è stato visto che gli ormoni

tiroidei modulano il BAT e migliorano il diabete in un paziente con insulino-resistenza

estremamente grave202. Questa interessante scoperta, unitamente alle conclusioni di Hall et al.

precedentemente riportate, ha cambiato per sempre la visione che si era avuta del BAT fino a quel

momento perché apre la strada alla possibilità futura di modulare il dispendio energetico e, nel

lungo periodo, di contrastare l'obesità nell'uomo.

5.5 La funzione tiroidea nell'obesità severa

Studi recenti condotti sull'uomo e su animali da laboratorio hanno evidenziato che gli adipociti e i

preadipociti esprimono il recettore del TSH (TSHR)203–205 e che l'azione del TSH induce la

differenziazione dei preadipociti in adipociti, l'adipogenesi e, nei bambini, la lipolisi205–207. Le

informazioni attualmente disponibili sulla condizione tiroidea nell'obesità severa sono discordanti.

Molti lavori descrivono un'elevata concentrazione plasmatica di TSH (Thyroid Stimulating

Hormone) e di fT3 in soggetti obesi e che grandi perdite di peso ne inducono una consistente

riduzione208–210. Non è noto però se il TSH abbia un ruolo nel favorire l'accumulo di grasso o, al
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contrario, se l'eccessivo accumulo di tessuto adiposo provochi l'aumento della secrezione del TSH.

Inoltre, non si hanno neanche dati sull'espressione del gene del TSHR nel tessuto adiposo di

pazienti con obesità severa e/o diabete.

In uno studio condotto nel 2009 su pazienti eutiroidei obesi e/o diabetici211, Nannipieri e coll

osservano per la prima volta che nel tessuto adiposo sottocutaneo l'espressione genica di TSHR e di

TRα1 è più alta che in quello viscerale e che in entrambi i depositi adiposi le due espressioni sono

ridotte negli obesi, indipendentemente dal grado di tolleranza al glucosio; i risultati confermano

inoltre che negli obesi le concentrazioni di TSH e fT3 sono più alte che nei magri. Questo studio è

uno dei pochi ad aver dimostrato in maniera inequivocabile che la perdita di peso dopo intervento di

chirurgia bariatrica porta ad una riduzione di entrambi i livelli di TSH e fT3208,209,212,213. Secondo

Nannipieri e coll, la ridotta espressione dei recettori che inverte la sua tendenza con la perdita di

peso e le direzioni opposte che hanno espressione e livelli circolanti di TSH e fT3 suggeriscono un

ruolo dell'obesità, e in particolare della massa adiposa ipertrofica, nel regolare l'espressione di

TSHR e, indirettamente, il TSH circolante piuttosto che un contributo dell'asse tiroideo nel causare

l'obesità. I ricercatori ipotizzano che l'ipertrofia del tessuto adiposo obeso modifichi il fenotipo

cellulare dell'adipocita, causando una riduzione dell'espressione dei recettori nello stesso modo in

cui agisce sui recettori dell'adiponectina36 o sull'insulino-sensibilità214. Come conseguenza della

downregolazione nell'espressione dei recettori di T3 e TSH, le concentrazioni plasmatiche dei

ligandi aumenterebbero per far fronte alla resistenza periferica agli ormoni tiroidei instauratasi. La

perdita di peso ribalterebbe questa sequenza di eventi perché ripristina la dimensione e la

funzionalità degli adipociti maturi. È interessante notare che in questo studio la presenza del diabete

per se non ha effetti sull'asse tiroideo.

6. Scopo della tesi

Scopo principale del presente progetto è stato quello di valutare in soggetti con obesità grave e/o

T2DM in assenza di patologie tiroidee le concentrazioni nel tessuto adiposo viscerale di T3 e T4 e

l’espressione genica delle deiodinasi (D1, D2, D3) in relazione alle concentrazioni di ormoni

circolanti e confrontarli con i soggetti sani di controllo.

Scopo secondario è stato quello di valutare in vivo nell’animale (ratto) in varie condizioni di

funzione tiroidea (ipertiroidismo o ipotiroidismo), le concentrazioni di ormoni tiroidei nel tessuto

adiposo viscerale e sottocutaneo. 

36



Materiali e metodi
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1. Metodi utilizzati

1.1 Quantificazione dell'espressione genica delle deiodinasi nel tessuto adiposo viscerale

umano mediante real-time PCR

Estrazione dell'RNA totale: le biopsie eseguite nel corso di intervento chirurgico (chirurgia

bariatrica o chirurgia addominale minore) (peso 2-4 gr) sono state conservate a –20 °C in RNAlater

(Ambion, Texas, USA), un reagente acquoso che, penetrando nel tessuto fresco, stabilizza e

protegge l'RNA dalla degradazione. Una quantità di tessuto di 150-250 mg è stata lisata in 1ml di

Qiazol (Qiagen, Hilden, Germany) mediante distruzione e omogenizzazione meccanica della durata

di 1 min a 25 Hz con TissueLyser (Qiagen), dopodichè il sovranatante è stato recuperato e l’RNA

totale estratto mediante il kit RNeasy Mini (Qiagen) al fine di ottenere una resa di RNA totale di 20-

25 μg/g. L’RNA estratto è stato quantificato allo spettrofotometro Nanodrop (Thermo Scientific,

Delaware, USA) tramite misurazione dell’assorbanza a 260 nm e 280 nm (≥ 250 ng/μl). Inoltre,

mediante il rapporto delle assorbanze 260 nm / 280 nm, è stata verificata l’assenza di proteine

(range ottimale = 1.8-2.0). È stata valutata inoltre l’integrità del campione tramite visualizzazione

degli RNA ribosomali 18s e 28s dopo corsa elettroforetica (70 V, 1 h) di circa 250 ng di RNA

estratto su gel d’agarosio all’1.5 % (Fig.18). I campioni di RNA sono stati conservati a -80 °C

finchè non sono stati retrotrascritti a cDNA.

Fig.18 Controllo dell'integrità dell'RNA estratto mediante corsa elettroforetica su gel d'agarosio. La presenza delle due bande, corrispondenti agli
RNA ribosomali 18s e 28s, indica che il campione non si è degradato.

Sintesi del cDNA: 0.5 μg di RNA estratto sono stati retrotrascritti a cDNA mediante iScript

cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad, Hercules, CA). Nel volume di reazione di 20 μl sono compresi: 4 μl

di 5x iScript reaction mix che contiene oligonucleotidi (oligo dT) ed esameri a sequenza random

come primers, 1 μl di enzima iScript reverse transcriptase, il volume di RNA pari a 0.5 μg, H2O

nucleasi-free a volume. Il protocollo di sintesi prevede l'incubazione del volume di reazione per 5

min a 25 °C per consentire l'annealing dei random primers, seguiti da 30 min a 42 °C necessari per

la retrotrascrizione e si conclude con il blocco della reazione per 5 min a 85 °C. Il cDNA è stato

conservato a -20 °C finchè non è stato utilizzato per la real-time PCR.
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Selezione dei primers di real-time PCR e loro messa a punto: è stata effettuata una ricerca del

gene d'interesse sul database online PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed). La sequenza

codificante del mRNA (CDS) nel formato FASTA è stata poi inserita nello strumento online di

ricerca di primers specifici Primer-BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Tutti i

parametri di ricerca sono quelli di default ad eccezione dell'intervallo di temperatura di melting

(Tm) desiderato che è stato impostato su 58 °C ± 3 °C per tutti i geni oggetto di studio. Primer-

BLAST propone una o più coppie di primers e tra queste è stata scelta quella in cui il forward e il

reverse avessero una lunghezza compresa tra 20 e 22 paia di basi (bp) e che, oltre ad avere una

perfetta complementarietà con la sequenza target, desse un prodotto di reazione compreso tra 100

bp e 400 bp. La specificità della coppia è stata verificata sia virtualmente che sperimentalmente. Nel

primo caso le due sequenze sono state inserite in Primer-BLAST per avere conferma della

lunghezza e dell'univocità del prodotto di reazione, dopodiché la stessa ricerca è stata fatta

manualmente, nucleotide per nucleotide, sulla sequenza FASTA della CDS. Nel secondo caso le

condizioni ottimali per le coppie di primers specifici per i geni d'interesse sono state raggiunte

facendo reazioni di PCR classica in cui è stato modificato un parametro per volta. Successivamente,

sono state fatte delle prove in real-time PCR per testare i vari parametri sperimentali di

amplificazione in relazione allo strumento (Tab.1).

NCBI Ref. Seq. Gene Sequenza nucleotidica 5'→3'
Primer

(bp)
Prodotto

(bp)
Conc. finale
primer (μM)

NM_000792.5 hDIO1
forward: AGCCACGACAACTGGATACC 20

159
0.5

reverse: ACTCCCAAATGTTGCACCTC 20 0.5

NM_001242503.1 hDIO2
forward: CCACATGCCACCTTCTTGACTT 22

343
0.5

reverse: CCCGTAAGCTATGTTGGCGTTA 22 0.5

NM_001362.3 hDIO3
forward: GCCTACTTCGAGCGTCTCTATG 22

112
0.5

reverse: CATAGCGTTCCAACCAAGTGCG 22 0.5

NM_000194.2 hHPRT
forward: TGCTGACCTGCTGGATTACAT 21

259
0.5

reverse: TTGCGACCTTGACCATCTTT 20 0.5

Tab.1 Caratteristiche delle coppie di primers utilizzate per l'amplificazione genica dei geni target (hDIO1, hDIO2, hDIO3) e del gene housekeeping
(hHPRT)

Le sequenze di primers sono state sintetizzate e purificate in HPCL dalla ditta TIB MOLBIOL

(Genova), che le fornisce in forma liofilizzata. Queste soluzioni madri sono state ricostituite con un

volume di H2O RNAsi-free tale da avere una concentrazione finale di 100 μM. Le soluzioni d'uso

hanno invece una concentrazione di 5 μM e sono state aggiunte al volume di reazione (20 μl) per

ottenere una concentrazione finale del primer pari a 0.5 μM.
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Principi della quantificazione relativa dell'espressione genica delle deiodinasi: l a

quantificazione relativa degli mRNA è stata effettuata mediante la tecnica della real-time PCR

utilizzando lo strumento LightCycler 1.5 a capillari di vetro boro-silicato (Roche Diagnostics,

Germany) (Fig.19). La quantifcazione avviene mediante il monitoraggio di una fuorescenza

emessa durante la reazione. 

Fig.19215 Schema del funzionamento del Roche LightCycler 1.5 (foto in alto a sinistra). L'amplificazione avviene in speciali capillari di vetro da 20 μl
che garantiscono un ottimo rapporto superficie/volume di reazione. Sono saldamente chiusi per scongiurare contaminazioni e vengono posizionati,
fino ad un massimo di 32, in un carosello che ruota nella camera termica dello strumento. Ad ogni misurazione, un motore a scatti fa posizionare il
carosello in modo che la punta del capillare si trovi esattamente nel punto focale dell'unità ottica. Per l'eccitazione fluorescente del fluorimetro
presente nel campione viene usato un singolo led blu mentre la fluorescenza di emissione viene misurata da un fotometro a tre canali, a seconda del
fluorimetro utilizzato. Per realizzare gli step termici del programma di PCR, lo strumento utilizza l'aria esterna che viene convogliata all'interno
mediante una piccola ventola e viene poi riscaldata con una resistenza.

Il sistema di fluorescenza che è stato qui utilizzato è costituito dal SYBR Green I, una molecola

fluorescente che si lega al DNA a doppio flamento in maniera sequenza-aspecifca. La sua forma

non legata emette una debole fuorescenza mentre la sua forma legata emette un segnale molto forte

la cui intensita e direttamente proporzionale al cDNA presente (Fig.20).

Fig.20215 Durante la fase di annealing dei primers al cDNA (A), il SYBR Green I si lega a queste piccole regioni di dsDNA e il segnale fluorescente è
debole. Durante l'elongazione (B), più dsDNA si forma, più SYBR Green I può intercalarsi e maggiore sarà l'intensità del segnale. Finita l'elongazione
(C), tutto il DNA sarà ds e la quantità di SYBR Green I intercalato sarà massima. La fluorescenza di emissione viene misurata a 530 nm alla fine
dell'elongazione.

L’espressione genica delle tre deiodinasi è stata valutata mediante quantificazione degli mRNA ed è

relativa a quella del gene housekeeping di riferimento, HPRT (Hypoxanthine-guanine Phospho-
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Ribosyl-Transferase). Quest’ultimo è stato scelto perché la sua espressione è pressoché costante nei

vari tipi di tessuto adiposo e tra casi e controlli. Data l’aspecificità di legame del SYBR Green I al

dsDNA, dopo l’amplificazione è stato necessario effettuare l’analisi delle curve di melting dei

prodotti di amplificazione (da 65 °C a 95 °C con variazione di 1 °C/s) per accertare la purezza

dell’amplificato e l’assenza di primers dimerizzati. Inoltre, un parametro molto importante per la

quantificazione è il CT (Threshold Cycle). Esso corrisponde al numero di cicli al quale la

fluorescenza emessa supera un livello basale stabilito dall’operatore. Guardando la curva di

amplificazione, il CT si trova all’inizio della fase lineare-logaritmica cioè nel punto in cui la curva

cambia pendenza diventando esponenziale. Maggiore è la quantità iniziale di campione da

amplificare, prima la curva cambierà pendenza e minore sarà il CT. Valori di CT maggiori di 40

indicano assenza di amplificazione e non possono essere inclusi nell’analisi (Fig.21).

Fig.21 Le curve di amplificazione (sinistra) e di melting (destra) di un programma di real-time PCR completo in cui sono stati amplificati i geni delle
deiodinasi e il gene housekeeping a partire da una serie di cDNA di tessuti adiposi viscerali. Ad una prima analisi della buona riuscita della reazione, è
bene assicurarsi che i CT siano < 40 e che le curve di melting degli amplificati abbiano il punto più alto corrispondente alla stessa Tm nell'ambito dello
stesso gene. Da questo si evince la purezza degli amplificati e l'assenza di primers dimerizzati. Le linee rette (assenza di amplificazione)
corrispondono ai bianchi (contengono tutti i reagenti tranne il cDNA).

Per accertare l’efficienza della reazione e per definire la sensibilità dell’analisi è stata costruita, per

ogni gene, una curva standard (accettabile se i parametri sono slope ≈ -3, r-value > 0.98): è stato

preparato un pool con l’RNA totale di 9 soggetti di controllo e 0.5 μg sono stati retrotrascritti. Sono

state preparate diluizioni seriali di cDNA: 1:2, 1:4, 1:8 e ogni gene target è stato amplificato in

duplicato insieme al gene di riferimento. Il software LightCycler Relative Quantification (Roche

Diagnostics) elabora un coefficiente in grado di esprimere quanto la curva dei geni target si discosti

da quella del gene housekeeping. Questo coefficiente verrà utilizzato nell'analisi della

quantificazione relativa dell'espressione genica. La diluizione 1:2 della curva standard è stata scelta,
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secondo criteri arbitrari, come calibratore ed è stata inserita all'interno di ogni programma di real-

time PCR, anch'essa in doppio, come primo e come ultimo campione per assicurarsi che l'efficienza

della reazione fosse costante per tutta la durata del programma.

Condizioni di real-time PCR: il programma di PCR e le concentrazioni dei reagenti sono gli

stessi per tutti i geni. Per ogni campione, il volume di reazione di 20 μl è stato posto in un capillare

di vetro (LightCycler Capillaries, Roche Diagnostics) aggiungendo: 1 μl di cDNA, 1x LightCycler

FastStart DNA Master SYBR Green I (Roche Diagnostics), 3 mM di MgCl2 e 0.5 μM di primers

(TIB MOLBIOL). Il programma di PCR è consistito in: denaturazione iniziale a 95 °C per 10 min,

45 cicli di denaturazione a 95 °C per 10 s, annealing a 58 °C per 7 s, estensione a 72 °C per 13 s,

raffreddamento finale a 40 °C per 30 s. La fluorescenza è stata acquisita alla fine di ciascuna fase di

estensione. Dopo l'amplificazione sono state costruite le curve di melting tra 65 °C e 95 °C con

variazione di 1 °C/s mediante acquisizione continua della fluorescenza. 

Analisi dei dati di real-time PCR: per la quantificazione relativa dell'espressione genica di

DIO1, DIO2 e DIO3 è stato utilizzato il software LightCycler Relative Quantification. A partire dai

singoli CT, il software esprime i risultati come il rapporto gene target/gene housekeeping per ogni

campione, normalizzato per il rapporto gene target/gene housekeeping del calibratore. Quanto più il

rapporto gene target/gene housekeeping del campione analizzato si discosta dal rapporto gene

target/gene housekeeping del calibratore (pari a 1), tanto più l'espressione del gene target nel tessuto

adiposo viscerale del paziente obeso e/o diabetico differisce da quella nel tessuto adiposo viscerale

dei soggetti di controllo: valori normalizzati >1 indicano sovraespressione mentre valori

normalizzati <1 indicano sottoespressione.

Essendo il calibratore presente in ogni programma di real-time, il suo rapporto gene target/gene

housekeeping è stato ritenuto accettabile se differiva di non più di 0.5 CT dallo stesso rapporto nella

curva standard e se lo scostamento aveva lo stesso segno per entrambi i geni. In caso contrario, i

dati non sono stati accettati.

Valori normalizzati del campione >2.5 o <0.1 sono fuori scala in quanto derivano da CT al di fuori

della curva standard del gene target. In entrambi i casi è stata ripetuta l'analisi diluendo o

aumentando il volume di cDNA unicamente per il gene target del campione e poi

moltiplicando/dividendo il valore finale per il fattore di diluizione/concentrazione.

Elettroforesi su gel d'acrilammide e colorazione all'argento: per accertare la purezza

dell'amplificato, è stata effettuata una corsa elettroforetica su gel d'acrilammide dell'intero prodotto
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di real-time PCR (Fig.22).

Le maglie del gel d'acrilammide permettono di separare gli acidi nucleici con una definizione

maggiore rispetto al gel d'agarosio e la colorazione all'argento è molto più sensibile (si può rilevare

fino a 1 ng di campione) rispetto ad altre colorazioni (es. blu di Coomassie). I gel di

poliacrilammide vengono definiti in base alla percentuale totale di acilammide+bis-acrilammide

presente e le dimensioni dei pori del gel sono determinate dalle concentrazioni di acrilammide e bis-

acrilammide impiegate. 

Nel nostro caso, sono state scelte le concentrazioni e le condizioni elettroforetiche ottimali per la

migliore discriminazione dei prodotti di PCR: gel all'8 % a partire da 30% Acrylamide Bis/Solution

37.5:1 (Bio-Rad, Hercules, CA) e corsa elettroforetica a 15 W per 40 min durante la quale gli acidi

nucleici si sono separati in base al loro peso molecolare. La colorazione all'argento è stata effettuata

secondo la metodica descritta da Nannipieri et al216.

Fig.22 Gel d'acrilammide all'8 % la cui colorazione all'argento mostra la purezza dei prodotti d'amplificazione delle varie diluizioni delle curve
standard dei geni target e del gene housekeeping e l'assenza di prodotti d'amplificazione nei bianchi.

1.2 Quantificazione degli ormoni tiroidei intratissutali mediante spettrometria di massa

Estrazione degli analiti: dato l'elevato contenuto di lipidi del tessuto adiposo, nell'ambito di

questa tesi è stata messa a punto una procedura di estrazione di tipo liquido-liquido a partire dal

lavoro di Geens e coll219 e grazie alla collaborazione con i gruppi di ricerca del Prof. Riccardo

Zucchi (Dipartimento di Patologia Chirurgica, Medica, Molecolare e dell'Area Critica, Università di

Pisa) e del Dott. Alessandro Saba (Centro di Spettrometria di Massa, AOUP). Tale procedura è

analoga per entrambi i tessuti adiposi umani e di ratto, con l'unica differenza che, essendo i tessuti

di ratto piuttosto resistenti all'omogenizzazione, per questi ultimi è stato aggiunto, subito dopo la

pesata, uno step di omogenizzazione “a secco” con TissueLyser di 5 min a 25 Hz del tessuto
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ricongelato.

I tessuti adiposi umani (conservati a -20 °C in RNAlater) e quelli di ratto (conservati a -80 °C) sono

stati scongelati e ne è stata pesata una quantità compresa tra i 150 mg e i 250 mg. A quelli umani

sono stati inoltre applicati due lavaggi in PBS per rimuovere le tracce di RNAlater in quanto le

specie chimiche in esso contenute potrebbero condizionare l'analisi allo spettrometro di massa,

mentre quelli di ratto vengono sono stati omogenizzati preliminarmente “a secco” come appena

descritto. Ad ogni campione, posto in una provetta in polipropilene da 2 ml, è stata aggiunta una

soluzione contenente: 150 μl HCl 0.1 M; 850 μl Acetonitrile (AcN) (in questo modo si favorisce lo

spostamento delle sostanze contenenti il gruppo amminico, come i nostri analiti, verso la fase

estraente); 10 μl di una miscela di standard interni marcati con isotopi stabili costituita da 13C6-T3

(20 nM per l'uomo, 400 nM per il ratto) e 13C6-T4 (600 nM per uomo e ratto) (Isoscience, King of

Prussia, PA). L'impiego degli standard marcati all'inizio del trattamento del campione consente un

tracciamento degli analiti per l'intero processo di estrazione ed analisi. Tale tecnica è detta

diluizione isotopica220,221.

I campioni sono stati poi immersi per 30 min in un bagno ad ultrasuoni per indurre l'indebolimento

della matrice del tessuto dopodiché sono stati omogenizzati 2 volte con TissueLyser per 5 min a 25

Hz. L'omogenato è stato trasferito in un set di tubi di vetro da batteriologia e i residui di tessuto

sono stati recuperati con AcN per un volume totale di 2 ml. Un ulteriore bagno ad ultrasuoni di 10

min ha rotto definitivamente le membrane cellulari: l'agitazione successiva di 30 s su vortex ha

completato l'opera e, centrifugando il campione a 2000 rpm per 15 min, sono stati separati i detriti

cellulari dal sovranatante. Una volta trasferito quest'ultimo in un nuovo set di tubi di vetro, sono

stati effettuati 3 lavaggi con esano per rimuovere la parte lipofila (si aggiunge 1 ml di esano, si agita

vigorosamente per qualche secondo per creare un'emulsione, si lascia a riposo per qualche minuto,

si rimuove l'esano) ed è stata portata a secco la fase contenente AcN (e quindi gli analiti) a 45 °C

sotto flusso di N2. Una volta portato a secco, il campione è stato conservato a -20 °C fino al

momento della derivatizzazione. Tutti gli oggetti impiegati in laboratorio sono stati di tipo usa e

getta per evitare contaminazioni.

Derivatizzazione: questo step, aggiunto alla metodica nell'ambito di questo progetto di tesi e

descritto da Saba et al.221, ha consentito di ottenere gli esteri butilici di T3 e T4 fornendo un

rapporto segnale/rumore più alto di quello delle specie chimiche non derivatizzate e rendendo

quindi il dosaggio più affidabile. La resa dell'esterificazione è stata circa del 100 % per T3 e dell'80

% per T4.

Ad ogni campione portato a secco sono stati aggiunti 200 μl di agente derivatizzante, l'acido
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cloridrico 3 N in n-butanolo (Regis Technologies Inc, IL, USA). Sono stati poi incubati per 1 h in

stufa a 60 °C per permettere l'esterificazione contemporanea di T3 e T4 e dei corrispettivi standard

interni marcati, ottenendone gli esteri butilici. Il derivatizzante in eccesso è stato fatto evaporare a

60 °C sotto flusso di N2. Una volta essiccato, il campione derivatizzato è stato conservato a -20 °C

fino al momento dell'analisi quando è stato ricostituito con 100 μl di 0.1 M MeOH/HCl 50:50 v:v

(agitazione su vortex per 45 min, centrifugazione a 14000 rpm per 10 min, recupero del

sovranatante e suo trasferimento in apposite fiale di vetro o in piastre multiwell).

Curve di calibrazione: una determinazione quantitativa accurata richiede la costruzione di una

curva di calibrazione che correli il segnale con la concentrazione. Per questo motivo, parallelamente

ai campioni e a partire da soluzioni standard in metanolo, sono state realizzate delle curve di

calibrazione contenenti i due analiti di nostro interesse ad 8 livelli di concentrazione (Tab.2) e la

stessa quantità di standard interni aggiunta ai campioni.

Anche le curve di calibrazione sono state derivatizzate e ricostituite con le stesse modalità

impiegate per i campioni. T3 e T4 sono stati acquistati presso Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, USA).

Analita Concentrazioni degli analiti per ogni punto delle curve di calibrazione (ng/ml)

uomo
T3 0.05 0.1 0.2 0.5 1 2 5 10

T4 0.5 1 2 5 10 20 50 100

ratto
T3 0.5 1 2 5 10 20 50 100

T4 0.5 1 2 5 10 20 50 100

Tab.2 Le concentrazioni degli analiti che sono state utilizzate per ogni punto delle curve di calibrazione, nell'uomo e nel ratto.

Principi della spettrometria di massa accoppiata all'HPLC: mentre in passato T3 e T4 tissutali

sono stati misurati mediante saggi immunometrici e dopo procedure complesse di estrazione e

purificazione222–224, oggi le tecniche basate sulla spettrometria di massa sono considerate il gold

standard perché permettono la quantificazione nell’ordine dei pg/ml di numerosi metaboliti in una

matrice biologica nell'ambito di una singola analisi e perché scongiurano i potenziali problemi

legati alla cross-reattività degli antisieri contro specie ignote o quelli legati alle differenze tra le

specie221.

La metodica qui utilizzata è la spettrometria di massa tandem (quest'ultimo termine è dovuto alla

geometria degli analizzatori) accoppiata ad un'appropriata tecnica di separazione (HPLC-MS-MS).

Questa metodica combina la cromatografia ad alte prestazioni, HPLC (High Performance Liquid

Chromatography), con la sensibilità e specificità che sono tipiche della spettrometria di massa. Lo
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strumento tipo consiste in una pompa HPLC, un autocampionatore, una colonna cromatografica ed

un rivelatore che nel nostro caso è costituito da uno spettrometro di massa a triplo quadrupolo. Con

quest’ultimo è possibile misurare la massa delle molecole di interesse e quella dei frammenti da

esse originati, purchè siano in forma ionica. 

Lo spettro di massa di un campione viene ottenuto trasformando le molecole degli analiti in ioni

gassosi di elevata mobilità per poi separarli in base al loro rapporto massa/carica (m/z).

L’accoppiamento tra HPLC e spettrometria di massa è stato reso possibile dallo sviluppo di

opportune interfacce in grado di ionizzare molecole in fase acquosa, a pressione atmosferica, e di

trasmettere gli ioni così generati in zone di alto vuoto dello spettrometro di massa dove vengono

analizzati. 

La ionizzazione elettrospray: nell’ambito di questo lavoro di tesi è stata utilizzata la tecnica di

ionizzazione ESI (Electro Spray Ionization). La tecnica ESI sfrutta l’emissione di ioni in fase

gassosa a partire da goccioline cariche prodotte per nebulizzazione di una soluzione dell’analita in

un solvente polare, in presenza di un elevato potenziale elettrostatico e di un opportuno flusso di gas

inerte. Il principio di funzionamento di questa sorgente si basa su una nebulizzazione elettrostatica

dell’analita direttamente nella fase liquida. In pratica il solvente HPLC contenente l’analita viene

fatto fluire attraverso un capillare in acciaio sottoposto ad elevata differenza di potenziale (5kV

c.a.), con lo scopo di generare nebulizzazione elettrostatica. Le goccioline cariche che vengono a

formarsi hanno una netta prevalenza di un tipo di carica (positivo per applicazione di un potenziale

positivo e negativo per applicazione di un potenziale negativo) e al loro interno gli ioni presenti in

eccesso tendono a disporsi sulla superficie delle goccioline, al fine di minimizzare la repulsione

elettrostatica coulombiana. Essi sono trattenuti dalla tensione superficiale del solvente. In seguito

all’evaporazione del solvente, e al conseguente aumento del campo elettrico dovuto a una

contrazione di volume (e quindi di superficie) delle goccioline, si raggiunge una situazione limite in

cui gli ioni vincono la tensione superficiale e vengono espulsi nella fase gassosa. Tale fenomeno

prende il nome di “evaporazione ionica” (Fig.23). 

Fig.23 Principio di funzionamento dell'evaporazione ionica.

Perché la ionizzazione possa avvenire, l’analita deve essere piuttosto polare, avere una maggior

basicità (nel caso della modalità ioni positivi) o acidità (in modalità ioni negativi) del solvente o
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della miscela di solventi, ed un’energia di desolvatazione non eccessiva. L’uso di solventi aventi

elevata tensione superficiale come l’acqua, o la presenza di tensioattivi, limita la desolvatazione

degli ioni. Una massiccia presenza di sostanze ioniche (tamponi o sali), invece, peggiora

l’efficienza di ionizzazione dell’analita, causando competizione per il desorbimento dalla superficie

delle goccioline, con conseguente perdita di segnale dell’analita. 

La spettrometria di massa a triplo quadrupolo: lo spettrometro di massa utilizzato per questo

lavoro di tesi è del tipo a triplo quadrupolo (Fig.24). 

Fig.24 Analizzatore a triplo quadrupolo: schema del cammino ottico.

Esso è dotato di 3 selettori quadrupolari nella zona di alto vuoto (Q1, Q2, Q3), preceduti da uno

ulteriore (Q0) nella zona di vuoto intermedio. Una volta generato in sorgente, il flusso degli ioni

viene accelerato da un potenziale di declustering e desolvatato dalle residue molecole neutre di

solvente mediante urti con una cortina di gas inerte (curtain gas). Il flusso ionico dopo esser passato

dalla zona a pressione atmosferica ad una con vuoto di circa 2 Torr, attraversa uno skimmer (una

lente avente forma tronco-conica con il vertice rivolto verso il flusso ionico) dove viene separato

dalle molecole del curtain gas, che a causa della loro natura di molecole neutre subiscono

dispersione verso il sistema di vuoto. Il flusso ionico giunge quindi al quadrupolo Q0, dove il vuoto

ha un valore di circa 10-2
 Torr. Il Q0, costituito da quattro barre di metallo soggette a differenza di

potenziale alternata, ha la funzione di imprimere moto armonico agli ioni entranti e favorisce la

definitiva declusterizzazione degli ioni stessi. Dal Q0 gli ioni passano al Q1, il primo vero e proprio

analizzatore di massa, alle cui barre oltre ad applicare un potenziale in radiofrequenza si applica

anche un potenziale continuo: tale combinazione permette la separazione degli ioni in base al loro

rapporto massa/carica, la cui rivelazione fornisce un vero e proprio spettro di massa singola delle

specie ioniche provenienti dalla sorgente. Un analizzatore a multiplo quadrupolo, quale quello
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utilizzato durante il presente lavoro di tesi, rende possibile l’indagine della natura degli ioni prodotti

in sorgente, in termini sia qualitativi che quantitativi, grazie alla possibilità di studiarne la

frammentazione. Tale frammentazione viene infatti realizzata nel successivo quadrupolo del

cammino ottico, Q2, che, se riempito con un opportuno gas inerte, opera come cella di collisione.

Qui uno ione selezionato nel Q1 viene sottoposto a collisione con un’energia regolabile

dall’operatore (energia di collisione) in modo tale da determinarne la frammentazione con

formazione di ioni prodotto. L’indagine sulla natura delle specie prodotte per frammentazione viene

poi effettuata con il quadrupolo successivo, Q3, che fornisce informazioni che possono essere

utilizzate anche per studi strutturali di molecole organiche di natura incognita. La rivelazione del

segnale rappresenta l’ultimo stadio del processo. Gli ioni che fuoriescono dal cammino ottico

entrano in un elettromoltiplicatore, che ha il compito di trasformare il segnale ionico in un segnale

elettrico che può essere registrato ed elaborato. 

Metodo di analisi: poiché è possibile che specie di differente natura producano ioni

indistinguibili durante il meccanismo di ionizzazione (ioni isobari, cioè aventi stesso rapporto

massa/carica), per discriminarli è stato applicato il metodo SRM (Selected Reaction Monitoring).

Questo consiste nel selezionare il singolo ione quasi-molecolare dell’analita con il Q1, indurre la

sua frammentazione tramite il Q2 e monitorare un numero opportunamente scelto di frammenti

diagnostici tramite il Q3. Bisogna tener presente che difficilmente specie chimiche di natura

diversa, ma con ioni quasi-molecolari indistinguibili, sono soggette allo stesso tipo di

frammentazione. In particolare alcuni tra i prodotti di frammentazione sono caratteristici della

molecola di interesse e pertanto il loro monitoraggio conferisce al metodo analitico un'elevata

specificità. 

Nel caso del presente lavoro di tesi, le transizioni (costituite da ione precursore e ione prodotto dalla

frammentazione del primo) che sono state scelte sono riportate nella Tab.3. 

 

Tab.3221 Transizioni SRM e parametri ottimizzati per gli analiti e gli standard interni derivatizzati (DP=Declustering Potential; CE=Collision Energies;
CXP=Collision Exit Potential)
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Tra le transizioni riportate nella Tab.3, le seguenti sono state scelte come “quantificatori” in quanto

forniscono il migliore rapporto segnale/rumore: m/z = 708→606 (T3-But); 714→612 (13C6-T3-But);

834→732 (T4-But); 840→738 (13C6-T4-But).

Il risultato dell'analisi HPLC-MS-MS è un diagramma analogo a quello che si ottiene in HPCL

(Fig.25). I picchi di corrente ionica sono relativi agli analiti d'interesse e, come detto in precedenza,

sono frutto di elevatissima sensibilità e specificità.

Fig.25221 Quantificazione delle transizioni SRM relative agli analiti e ai loro standard interni marcati derivatizzati: a) T3-But e 13C6-T3-But ; b) T4-
But e 13C6-T4-But

Strumentazione e reagenti: lo spettrometro di massa utilizzato è l’Applied Biosystems/Sciex

(Concord, ON, Canada) API 4000 a triplo quadrupolo, equipaggiato con sorgente IonSpray/APCI. Il

sistema HPLC è il Perkin Elmer (Boston, MA, USA) Serie 200 Micro, costituito da

autocampionatore termostatato, due pompe monosolvente per microflussi e forno per colonne. Il

controllo del sistema HPLC-MS-MS e l’acquisizione dati sono stati effettuati per mezzo del

software di gestione Applied Biosystems/Sciex Analyst (rev. 1.4.2). La separazione analitica è stata

ottenuta utilizzando una colonna Phenomenex® (Torrance, CA, USA) Gemini C18 (2 x 50 mm, 3

μm), preceduta da una precolonna Phenomenex Gemini C18 (4 x 2 mm). 

Tutti i reagenti sono Sigma-Aldrich, tranne quando diversamente specificato. I solventi per le

misurazioni HPLC-MS-MS hanno un grado di purezza LC-MS (basso contenuto di impurità

alcaline che potrebbero interferire con l'analisi formando artefatti con l'analita), mentre gli altri

reagenti hanno un grado di purezza HPLC o reagente.

2. Materiali utilizzati

2.1 Studi sull'uomo: partecipanti e disegno sperimentale

Lo studio di riferimento ha coinvolto 105 pazienti con obesità severa, in lista d'attesa per un

intervento di bypass gastrico; 19 pazienti non obesi in attesa d'intervento di chirurgia addominale

minore (es. colecistectomia) hanno costituito il gruppo di controllo. Tutti i partecipanti hanno

firmato il consenso informato e il protocollo è stato approvato dal Comitato Etico locale.

I pazienti obesi sono stati a loro volta raggruppati in base alla tolleranza al glucosio (determinata
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con un OGTT standard di 75 gr o da una diagnosi precedente di T2DM): 57 pazienti hanno NGT

(Normal Glucose Tolerance) e 48 hanno IGT (Impaired Glucose Tolerance) o T2DM.

A tutti i pazienti è stato chiesto di presentarsi alla U.O. di Medicina Generale 3 della AOUP per

sottoporsi allo studio metabolico due settimane prima dell'intervento ed inoltre gli è stato chiesto di

non svolgere attività fisica nelle 48 h precedenti lo studio. Per quanto riguarda lo studio metabolico,

tutti i pazienti sono stati esaminati la mattina dopo un digiuno notturno (12-14 h). Sono stati

effettuati prelievi di sangue periferico per la determinazione di: profilo lipidico, glucosio ematico,

insulina, TSH e concentrazioni di fT3 e fT4. È stato inoltre eseguito un OGTT (Oral Glucose

Tolerance Test) con 75 gr di glucosio eseguendo prelievi ematici ogni 30 min nelle 2 h seguenti per

misurare i livelli ematici di glucosio ed insulina. Gli IGT e i T2DM sono stati classificati secondo i

criteri ADA225. I pazienti diabetici che non assumevano insulina sono stati considerati T2DM, così

come quelli che assumevano insulina e la cui età d'insorgenza fosse ≥ 40 anni o il cui IMC fosse >

30 kg/m2. I pazienti rimanenti che assumevano insulina sono stati considerati T1DM o

inclassificabili, e sono stati quindi esclusi dallo studio.

Sono state effettuate anche misurazioni antropometriche, del peso, dell'altezza, delle circonferenze

del torace e dei fianchi, così come sono state misurate le pressioni sanguigne sistoliche e

diastoliche, come descritto nel lavoro di Nannipieri e coll216. IMC è stato calcolato come il peso

diviso per il quadrato dell'altezza ed è stato usato come un indice dell'adiposità totale. I pazienti con

una storia di abbuffate, assunzione eccessiva di alcol, fumo, patologia renale terminale, infarto negli

ultimi 6 mesi, epatite cronica da virus dell'epatite B o C, patologie tiroidee in fase di scompenso

(ipo o ipertiroidismo ecc.) o che stessero assumendo ormoni tiroidei sono stati esclusi dallo studio.

La concentrazione del glucosio plasmatico è stata misurata con un Beckman Glucose Analyzer 2

(Beckman, CA, USA). Le concentrazioni sieriche a digiuno di colesterolo totale, LDL, HDL e

trigliceridi sono state determinate come precedentemente descritto (Synchron CX4, Beckman, CA,

USA). L'insulina plasmatica è stata misurata mediante saggio radioimmunometrico (Linco

Research, MO, USA) e i livelli di TSH, fT3 e fT4 mediante un saggio immunoenzimatico

totalmente automatizzato (AIA 600 System, TOSOH Corporation, Tokyo, Japan).

Il dosaggio degli ormoni tiroidei intratissutali (tessuto adiposo viscerale) T3 e T4 è stato effettuato

in un sottogruppo di partecipanti allo studio (26 Obesi-NGT, 14 Obesi-IGT/T2DM, 4 controlli).

2.2 Studi sul ratto: modello animale e disegno sperimentale

L'utilizzo degli animali in questo studio è conforme alle raccomandazioni riportate in “Guide for the

Care and Use of Laboratory Animals” (NIH Publication No.85-23, revised 1996) e il protocollo è

stato approvato dal Comitato per l'utilizzo degli animali del Ministero della salute italiano
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(Approvazione n.135/2008-B). Tutte le operazioni chirurgiche sono state svolte sotto anestesia e

sono stati attuati tutti gli sforzi per ridurre al minimo la sofferenza.

I ratti utilizzati sono di ceppo Wistar (ratti albini d'allevamento). Il loro peso varia tra i 280 gr e i

300 gr. Lo studio ha coinvolto 16 ratti che possono essere così suddivisi in base al trattamento

subito: 3 ratti sono stati resi ipertiroidei mediante iniezione sottocutanea di T4 (farmaco Tirosint)

alla dose di 250-300 μg/Kg/giorno per 6 giorni consecutivi; 4 ratti sono stati resi ipotiroidei

mediante una soluzione allo 0.05% di PTU (6-n-propil-2-tiouracile) , un composto chimico

tireoinibente, somministrato con l'acqua da bere per 21 giorni consecutivi; a 4 ratti è stato provocato

u n infarto acuto dopodiché, a 24 h dall'evento ischemico è stata impiantata sottocute una mini

pompetta osmotica per dispensare T3 esogeno per ulteriori 2 giorni prima del sacrificio alla dose di

6 μg/Kg/giorno per 2 ratti (T3 a bassa dose) e alla dose di 45 μg/Kg/giorno per gli altri 2 ratti (T3 ad

alta dose). L'induzione dell'infarto con riperfusione221,226 è una procedura che fa parte di uno studio

più ampio incentrato sul cuore, in via di svolgimento dal gruppo di ricerca del Dott. Giorgio Iervasi

presso il laboratorio di Endocrinologia Cardiovascolare del CNR di Pisa, e i cui risultati sono in

fase di pubblicazione. 5 ratti non hanno subito alcun trattamento e hanno costituito il gruppo di

controllo. Al momento del sacrificio, previo prelievo di sangue dalla vena femorale, ai ratti è stata

somministrata una dose letale di anestetico gassoso (isofluorano) e gli organi interni e i tessuti

(incluso il tessuto adiposo) sono stati rimossi, congelati immediatamente in azoto liquido e

conservati a -80 °C fino al momento dell'uso. Il tessuto adiposo viscerale è stato prelevato in zona

perirenale, quello sottocutaneo è stato prelevato a livello lombare.

Il sangue prelevato è stato immediatamente centrifugato a 5000 xg per 10 min e sul siero sono stati

determinati i livelli circolanti di fT3 e fT4; questi sono stati misurati, come riportato nel lavoro di

Forini e coll227, usando un AIA 21 analyzer (Eurogenetics-Tosoh, Torino).

3. Analisi statistica

I risultati sono espressi come media±s.d. o mediana [range interquartile], rispettivamente per le

variabili con distribuzione normale o non normale. Le differenze tra i gruppi sono state valutate con

il test del χ2 per le variabili discrete e con il test di Kruskall-Wallis per le variabili continue.

L'analisi per le misure ripetute è stata svolta mediante ANOVA. I dati appaiati sono stati confrontati

con il test dei ranghi con segno di Wilcoxon. Le associazioni univariate sono state testate con il

coefficiente di Spearman, rho. Le analisi multivariate sono state svolte usando modelli lineari

generici, includenti variabili sia continue che discrete (genere, presenza di obesità e presenza di

diabete); i risultati sono determinati dal coefficiente di regressione (sd.r). Per le analisi multivariate,

le variabili con distribuzione non normale sono state espresse come il loro logaritmo.
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Risultati
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1. Studi sull'uomo

Le caratteristiche cliniche della popolazione studiata sono riportate nella Tab.4. 

Parametro Obesi-NGT Obesi-T2DM/IGT Controlli

Soggetti (n) 57 48 19

Genere (F/M) 49/8 34/14 15/4

Età (aa) 39 ± 11 47 ± 11 51 ± 11*

IMC (kg m-2) 47.4 ± 9.8 46.5 ± 6.3 23.9 ± 2.9*

PAS (mm Hg) 126 ± 15 113 ± 16* 123 ± 10

PAD (mm Hg) 76 ± 12 82 ± 10° 77 ± 7

TG (mg per 100ml) 120 ± 43 194 ± 124* 111 ± 21

T-col. (mg per 100ml) 192 ± 36 210 ± 47 193 ± 7

HDL-col. (mg per 100ml) 49 ± 10 43 ± 11° 47 ± 2

GPD (mg per 100ml) 88 ± 9 137 ± 40* 89 ± 7

GP-2 ore (mg per 100ml) 108 ± 21 191 ± 39* 113 ± 10

Ins. D (μU ml-1) 19.5 ± 12.5 23.4 ± 16.6§ 10.9 ± 7.2

Creatinina (mg per 100ml) 0.7 ± 0.1 0.8 ± 0.1 0.9 ± 0.2*

TSH (μU ml-1) 1.8 ± 1.1 2.3 ± 2.3 0.7 ± 0.4*

fT3 (pg ml-1) 3.6 ± 0.8 3.2 ± 0.8 2.7 ± 0.4*

fT4 (pg ml-1) 10.5 ± 2.7 11.0 ± 2.4 12.8 ± 2.2*

fT3/fT4 0.34 0.29 0.21*

Tab.4 Studio di riferimento e caratteristiche metaboliche. Abbreviazioni: GPD, glucosio plasmatico a digiuno; IMC, indice di massa corporea;  Ins. D,
Insulina a digiuno; F, femmina; fT3, triiodotironina libera; fT4, tiroxina libera; HDL-col., colesterolo a lipoproteine ad alta densità; M, maschio; PAD,
pressione arteriosa diastolica; PAS, pressione arteriosa sistolica; T-col., colesterolo totale; TG, trigliceridi; TSH, thyroid-stimulating hormone.
*p≤0.05, vs gli altri gruppi; °p<0.05, Obesi-T2DM vs Obesi-NGT; §p<0.05, Obesi-T2DM vs C, ottenuti con il test di Kruskall-Wallis. I dati sono
espressi come media ± s.d.

I due gruppi di obesi presentavano simile IMC, mentre la pressione arteriosa sistolica e diastolica, i

trigliceridi ed i livelli plasmatici del glucosio a digiuno e 2 h dopo OGTT risultavano più elevati nei

pazienti Obesi-T2DM/IGT che negli Obesi-NGT. Il colesterolo HDL era significativamente più

basso negli Obesi-T2DM rispetto agli Obesi-NGT. La concentrazione dell'insulina plasmatica a

digiuno risultava più elevata nei diabetici rispetto ai soggetti di controllo che, come atteso, avevano

un IMC, valori pressori arteriosi e profilo lipidico migliore rispetto ai due gruppi di obesi. I pazienti

con T2DM eseguivano il seguente trattamento: 67 % con metformina e il 33 % con sulfoniluree; un

terzo dei pazienti obesi, il 70 % dei quali aveva T2DM, erano in trattamento antipertensivo ACE-
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(inibitori, calcio-antagonisti, β-bloccanti e diuretici).

Le concentrazioni plasmatiche di TSH e fT3 sono significativamente più alte in soggetti obesi con o

senza T2DM (rispettivamente di 1.3 μU ml-1 con p=0.017 e di 0.7 pg ml-1 con p=0.0015) rispetto ai

soggetti di controllo, mentre le concentrazioni di fT4 sono significativamente più basse (di 2.05 ng

ml-1 con p=0.02) indipendentemente dalla presenza del diabete. Da un'analisi di regressione multipla

è emersa una correlazione positiva tra il TSH plasmatico ed IMC (sd.r=0.32, p=0.001) dopo aver

corretto per sesso, età e glucosio plasmatico a digiuno.

L'espressione genica delle deiodinasi (Tab.5) nel tessuto adiposo viscerale non subisce variazioni

significative nell'ambito dell'intero set di dati. Tuttavia, è possibile individuare una trend crescente

per la D1 e la D3 la cui espressione genica è più alta nei controlli rispetto agli obesi.

Parametro Obesi-NGT Obesi-IGT/T2DM Controlli
p-value

Soggetti (n) 57 48 19

D1 0.83 ± 0.90 0.88 ± 1.55 1.51 ± 2.10 n.s.

D2 0.71 ± 0.69 0.66 ± 0.84 0.89 ± 0.73 n.s.

D3 1.19 ± 1.17 1.75 ± 2.62 2.10 ± 2.24 n.s.

Tab.5 Espressione genica delle deiodinasi D1, D2 e D3 nel tessuto adiposo viscerale. I dati riportati derivano dal rapporto tra gene target e gene
housekeeping (HPRT, Hypoxanthine-guanine Phospho-Ribosyl-Transferase). Il p-value è stato ottenuto con il test di Kruskall-Wallis.

Per quanto riguarda il dosaggio tissutale degli ormoni tiroidei (Tab.6), non emergono variazioni

significative all'interno dell'intero set di dati ma anche in questo caso è possibile individuare una

tendenza all'aumento della concentrazione di entrambi gli analiti nel passare dagli obesi ai controlli.

Pur se in maniera non significativa, il rapporto di conversione T3/T4 è maggiore negli obesi che nei

controlli e, nell'ambito degli obesi, non cambia in associazione con il diabete.

Parametro Obesi-NGT Obesi-IGT/T2DM Controlli
p-value

Soggetti (n) 26 14 4

T3 (pmol/g) 0.11 ± 0.05 0.12 ± 0.05 0.16 ± 0.015 n.s.

T4 (pmol/g) 3.82 ± 2.7 4.31 ± 1.76 4.39 ± 4.22 n.s.

T3/T4 0.031 ± 0.012 0.03 ± 0.009 0.025 ± 0.01 n.s.

Tab.6 Dosaggio degli ormoni tiroidei T3 e T4 nel tessuto adiposo viscerale di un sottogruppo di partecipanti allo studio. Il rapporto T3/T4 esprime
l'entità della conversione del pro-ormone T4 nella sua forma attiva T3 all'interno del tessuto.  Il p-value è stato ottenuto con il test di Kruskall-Wallis.

È emersa infine una correlazione positiva tra il rapporto di conversione T3/T4 tissutale e
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l'espressione genica sia della D1 (p=0.01) che della D2 (p=0.009): come ci si aspetterebbe,

all'aumentare dell'espressione delle due deiodinasi ad azione attivante, aumenta la T3 prodotta a

partire dalla T4 presente nel tessuto. Non c'è invece alcun tipo di correlazione tra l'espressione della

D3, deiodinasi ad azione inattivante, e il rapporto di conversione T3/T4 tissutale (Fig.26).

Fig.26 Correlazione tra il rapporto T3/T4 tissutale e l'espressione genica delle deiodinasi D1 (a), D2 (b) e D3 (c) nel tessuto adiposo viscerale del
sottogruppo di partecipanti allo studio in cui sono stati dosati gli ormoni tiroidei tissutali (vedi Tab.6).

2. Studi sul ratto

L'influenza dei diversi trattamenti subiti dai ratti sulle concentrazioni del tessuto adiposo e

plasmatiche di T3 e T4 è schematizzata nella Fig.27. Nella Fig.28 è rappresentato l'effetto dei vari

trattamento sui rapporti di conversione T3/T4 tissutali.

In condizioni di eutiroidismo (nei controlli), è presente una differenza di concentrazione di T3 e T4

tra tessuto adiposo sottocutaneo e viscerale, con un relativo incremento nel sottocutaneo rispetto al

distretto viscerale.

L'azione tireoinibente del PTU inibisce la produzione tiroidea di T3 e T4 inducendo riduzione delle

concentrazioni plasmatiche e, in parallelo, di quelle tissutali con una maggiore conversione da T4 a

T3 nel tessuto viscerale rispetto al sottocutaneo. 

La T3 somministrata per via esogena induce un aumento della concentrazione della T3 plasmatica e

di conseguenza anche tissutale; il sistema di regolazione a feedback negativo fa sì che venga inibita
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parzialmente la produzione tiroidea di T4. Sia la bassa che l’alta dose di T3 inducono maggiori

concentrazioni nel sottocute rispetto al viscerale per quanto riguarda la T3 e la T4. Anche in questo

caso, nel tessuto adiposo viscerale il rapporto T3/T4 è maggiore rispetto al sottocute, consentendo

di evidenziare che la concentrazione di T4 è maggiormente ridotta nel viscerale.

Infine, la somministrazione di elevati dosaggi di T4 (Tirosint) finalizzata ad indurre ipertiroidismo

fa sì che la T3 e la T4 plasmatiche siano maggiori rispetto ai controlli e, di conseguenza, a livello

tissutale sia maggiore la concentrazione di T4 e di T3 che ne deriva. Anche qui la concentrazione

sia di T3 che di T4 è significativamente più alta nel tessuto adiposo sottocutaneo rispetto al tessuto

adiposo viscerale (p<0.0001 e p<0.04 rispettivamente).

Fig.27 Concentrazioni tissutali (tessuto adiposo sottocutaneo e viscerale) e plasmatiche di T3 e T4 nei ratti oggetto dello studio, in relazione al
trattamento subito. C, controlli; PTU, 6-n-propil-2-tiouracile allo 0.05 % somministrato con l'acqua da bere per 21 giorni consecutivi; T3 H, T3 L è la
T3 somministrata alla dose di 45 μg/Kg/giorno (alta) o di 6 μg/Kg/giorno (bassa) a 24 h dall'evento ischemico e per ulteriori 2 giorni prima del
sacrificio; T4, farmaco Tirosint somministrato alla dose di 250-300 μg/Kg/giorno per 6 giorni consecutivi.

Fig.28 Rapporto di conversione T3/T4 nel tessuto adiposo sottocutaneo e viscerale dei ratti oggetto dello studio, in relazione al trattamento subito. Il
grafico a sinistra è stato estrapolato da quello a destra omettendo i dati relativi al trattamento con T3 H (T3 ad alta dose) per permettere una migliore
rappresentazione dei dati relativi agli altri trattamenti.
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Infine, è stata osservata una correlazione positiva tra il rapporto fT3/fT4 plasmatico e quello T3/T4

tissutale, sia nel tessuto adiposo sottocutaneo (p=0.0045) che in quello viscerale (p=0.014) (Fig.29).

Fig.29 Correlazione tra il rapporto fT3/fT4 plasmatico e il rapporto T3/T4 tissutale rispettivamente nel tessuto adiposo sottocutaneo (sinistra) e
viscerale (destra) dei ratti oggetto di studio.
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Discussione
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I dati relativi allo studio sull’uomo evidenziano, in soggetti eutiroidei, un incremento delle

concentrazioni plasmatiche di fT3 in individui con obesità, con o senza diabete di tipo 2, rispetto ai

soggetti sani di controllo, a fronte di concentrazioni plasmatiche di fT4 ridotte. Questi dati sono in

linea con quanto pubblicato da Roef e coll228 i quali descrivono, in soggetti eutiroidei,

un’associazione positiva tra concentrazioni sieriche di fT3 e profilo metabolico sfavorevole, e con i

dati di Lambadiari e coll, che descrivono un’associazione positiva tra concentrazioni di fT3 ed

insulino-resistenza229. D’altra parte, tali riscontri sembrano essere supportati da studi fisiopatologici

descriventi che la somministrazione di T3 in soggetti eutiroidei induce una riduzione della

sensibilità insulinica230. Tuttavia, i meccanismi patogenetici di tali effetti al momento non sono

ancora stati chiariti.

Nel presente studio inoltre si evidenziano concentrazioni plasmatiche di TSH significativamente più

elevate (seppur nel range di normalità) nei soggetti obesi rispetto ai controlli. In accordo con i

presenti risultati, Lee e coll231 riportano un’associazione positiva tra concentrazioni plasmatiche del

TSH ed il numero di componenti della sindrome metabolica. Inoltre, è nota un’associazione tra più

basse concentrazioni di fT4232,233 e più elevate concentrazioni di TSH234 (seppure nel range di

normalità) con la sindrome metabolica228,235,236. Sulla base di queste osservazioni, è stato ipotizzato

che l'ipertrofia del tessuto adiposo obeso modifichi il fenotipo cellulare dell'adipocita, causando una

riduzione dell'espressione dei recettori nello stesso modo in cui agisce sui recettori

dell'adiponectina36 o sull'insulino-sensibilità214. Come conseguenza della down regolazione

nell'espressione dei recettori di T3 e TSH, le concentrazioni plasmatiche dei ligandi aumenterebbero

per far fronte alla resistenza periferica agli ormoni tiroidei instauratasi. A conferma di ciò

Nannipieri e coll211 hanno descritto che la perdita di peso dopo intervento di chirurgia bariatrica

porta ad una riduzione di entrambi i livelli di TSH e fT3. La perdita di peso quindi ribalterebbe la

condizione ormonale qui osservata perché ripristinerebbe la dimensione e la funzionalità degli

adipociti maturi. 

A nostra conoscenza non ci sono pubblicazioni che riportino le concentrazioni tissutali degli ormoni

tiroidei nell’uomo. Nella popolazione studiata, il rapporto T3/T4, che riflette la conversione da T4

ad ormone attivo T3, nel plasma (fT3/fT4) è direttamente proporzionale al rapporto T3/T4 nel

tessuto adiposo viscerale (T3/T4). Questi dati confermano il fatto che i dosaggi plasmatici di fT3 e

di fT4 effettuati riflettono quanto accade nel tessuto adiposo viscerale.

Nonostante al momento non sia possibile esprimersi sull'attività funzionale di questi ormoni né

sull'attività enzimatica delle deiodinasi, dai dati ottenuti emerge che l'espressione genica di questi

enzimi nel tessuto adiposo viscerale non varia significativamente tra obesi e controlli, anche se sia

D1 che D3 sono tendenzialmente più espresse nei controlli che negli obesi. In contrapposizione, in
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un recente lavoro di Ortega e coll237, viene tuttavia descritta un’aumentata espressione della D1 nel

tessuto adiposo viscerale e sottocutaneo di soggetti obesi, in parallelo con un’aumentata attività

deiodinasica intratissutale. Al momento nessun altro lavoro descrive l’espressione o l’attività

deiodinasica nell’uomo, mentre alcuni lavori estrapolano l’attività deiodinasica dal rapporto

plasmatico fT3f/T4. Dall'Asta e coll238 infatti descrivono come il rapporto fT3/fT4 (un indice

indiretto dell'attività deiodinasica) diminuisca al diminuire del IMC nel follow-up di pazienti obesi

eutiroidei che hanno subito un intervento di bendaggio gastrico fino ad essere minore di quello dei

soggetti di controllo e ipotizzano che ciò rifletta una diminuzione dell'attività di D1 e D2 come

avviene durante il digiuno o una dieta ipocalorica. D'altra parte, questa ipotesi è in accordo con

quella di De Pergola e coll239 i quali suggeriscono che l'obesità centrale sia caratterizzata da una

maggiore attività deiodinasica. sempre basandosi sul rapporto fT3/fT4. Nel presente progetto di tesi

si osserva una correlazione positiva tra il rapporto di conversione T3/T4 tissutale (maggiore negli

obesi che nei controlli) e l'espressione genica delle deiodinasi attivanti, D1 e D2, il che potrebbe

coincidere con un aumento della loro attività. Sono in corso ulteriori studi sull'espressione genica e

sull'attività deiodinasica in un sottogruppo di pazienti che sono stati riesaminati ad un anno dalla

chirurgia bariatrica.

Dati sul ratto hanno descritto un incremento della D2 in presenza di ipotiroidismo240,241 cui consegue

un'aumentata conversione da T4 a T3 compensatoria. Inoltre, è stato descritto che l’attività della D2

non viene inibita dal PTU241. Tuttavia, la maggior parte dei lavori hanno riportato l’attività

deiodinasica nel tessuto adiposo bruno, pochi hanno descritto l’attività deiodinasica e la sua

espressione genica nel tessuto adiposo bianco, ma la misura intratissutale degli ormoni tiroidei nel

tessuto adiposo bianco è stata descritta soltanto in un recente lavoro240. In tale lavoro viene descritto

un raddoppio delle concentrazioni intratissutali di T4 (dosato tramite radioimmunoassay) rispetto

all’incremento osservato in circolo dopo trattamento sostitutivo con T4 in ratti tiroidectomizzati.

Poiché a nostra conoscenza non ci sono studi che descrivano la risposta del tessuto sottocutaneo e

viscerale a variazioni di funzionalità tiroidea, nel presente studio abbiamo valutato la risposta del

tessuto adiposo sottocutaneo e viscerale in diverse condizioni di funzione tiroidea indotta dalla

somministrazione di T3 ad alte e bassi dosi, T4 o PTU. 

Nel presente studio è stata rilevata una differenza tra concentrazione di T3 e T4 tra tessuto adiposo

sottocutaneo e viscerale, con un relativo incremento nel sottocutaneo rispetto al distretto viscerale in

condizioni di eutiroidismo. Tale dato si mantiene anche dopo diversi trattamenti farmacologici volti

ad indurre ipo od ipertirodismo. Nonostante ciò, la conversione intratissutale da T4 a T3 risulta

significativamente superiore nel tessuto adiposo viscerale rispetto al sottocute.
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L'azione tireoinibente del PTU, come atteso, inibisce la produzione tiroidea di T3 e T4 inducendo

riduzione delle concentrazioni plasmatiche. In parallelo abbiamo osservato una riduzione delle

concentrazioni tissutali di T3 e di T4, con una maggiore conversione da T4 a T3 nel tessuto

viscerale rispetto al sottocutaneo, evidenziando in ogni caso una mancanza dell’effetto del PTU

sulle deiodinasi attivanti l’ormone, come descritto da Calvo e coll240 e da St. Germain e coll241.

La T3, somministrata per via esogena e volta ad indurre uno stato di ipertiroidismo marcato o

ipertiroidismo modesto, induce quindi un aumento della concentrazione della T3 plasmatica e di

conseguenza anche tissutale; il sistema di regolazione a feedback negativo fa sì che venga inibita

parzialmente la produzione tiroidea di T4. Anche in questo caso sia la bassa che l’alta dose di T3

inducono maggiori concentrazioni nel sottocute rispetto al viscerale per quanto riguarda la T3 e la

T4. Tuttavia, anche in questo caso nel tessuto adiposo viscerale il rapporto T3/T4 è maggiore

rispetto al sottocute, consentendo di evidenziare che la concentrazione di T4 è maggiormente ridotta

nel viscerale.

Inoltre, la somministrazione di elevati dosaggi di T4 (Tirosint) finalizzata ad indurre ipertiroidismo

fa sì che la T3 e la T4 plasmatiche siano maggiori rispetto ai controlli e, di conseguenza, a livello

tissutale sia maggiore la concentrazione di T4 e di T3 che ne deriva. Anche qui, è interessante

notare che la concentrazione sia di T3 che di T4 è significativamente più alta nel tessuto adiposo

sottocutaneo rispetto al tessuto adiposo viscerale.

Infine, è stata osservata una correlazione positiva tra il rapporto fT3/fT4 plasmatico e quello T3/T4

tissutale, sia nel tessuto adiposo sottocutaneo che in quello viscerale, indipendentemente dai tipi di

trattamento.

Il fatto che, in condizioni di eutiroidismo, il tessuto adiposo viscerale risulti avere un rapporto di

conversione T3/T4 significativamente maggiore di quello del sottocutaneo, e che tale dato si

mantenga anche dopo diversi trattamenti farmacologici volti ad indurre ipo od ipertirodismo,

suggerisce che il deposito viscerale sia metabolicamente più attivo del sottocutaneo. Di

conseguenza, si può ipotizzare che l'attività deiodinasica di D1 e D2 sia maggiore nel primo

deposito che nel secondo. Pertanto, in futuro avremo come scopo di misurare sia l'attività

enzimatica che, parallelamente, l’espressione tissutale delle deiodinasi. 

Per spiegare invece il fatto che nel tessuto adiposo sottocutaneo ci sia una concentrazione più

elevata di T3 e T4 rispetto al viscerale sono necessari studi fisiopatologici volti a capire meglio

quale sia l'attività metabolica dei singoli depositi adiposi analizzati. Nel nostro caso, il tessuto

adiposo sottocutaneo deriva da tessuto adiposo lombare, che potrebbe far parte de tessuto adiposo

“beige”, tessuto adiposo con caratteristiche morfologiche e funzionali intermedie tra “bianco“ e

“bruno”, che in condizioni di variazioni delle temperature esterne potrebbe sviluppare le
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caratteristiche del tessuto “bruno” in termini di mantenimento della temperatura corporea,

incrementando l’attività termogenica mitocondriale.

La messa a punto del metodo di estrazione di tipo liquido-liquido a partire dal lavoro di Geens e

coll219 si è rivelata efficace nel separare gli analiti dalla componente lipidica del campione.

L'omogenizzazione del tessuto adiposo in una soluzione contenente HCl 0.1 M e Acetonitrile ha

favorito lo spostamento delle sostanze contenenti il gruppo amminico, come T3 e T4, verso la fase

estraente. Inoltre, il metodo originale descritto da Saba e coll242 è stato migliorato con l'aggiunta di

uno step di derivatizzazione del campione estratto secondo la procedura proposta da Chace e

coll243 ed è stato recentemente pubblicato221. Ciò ha permesso di aumentare di un ordine di

grandezza la sensibilità analitica del metodo di analisi mediante spettrometria di massa tandem

(HPLC-MS-MS) e, di conseguenza, di diminuire la quantità di tessuto di partenza necessaria.

Nonostante l'accuratezza del metodo non sia eccellente (75 %), può considerarsi soddisfacente

rispetto a quella riportata in un lavoro recente244 (40-60 %).

La quantificazione dell'espressione genica mediante real-time PCR è stata già ampiamente messa a

punto da Nannipieri e coll in studi precedenti sul tessuto adiposo36,74,211. Nell'ambito di questa tesi

sono state trovate le condizioni di reazione ottimali per l'amplificazione dei geni di interesse e i dati

ottenuti confermano l'affidabilità e l'accuratezza già note per questo metodo.

In un'ottica futura, è sicuramente necessario aggiungere la quantificazione dell'espressione genica

delle deiodinasi sul tessuto adiposo sottocutaneo a quella sul tessuto adiposo viscerale e integrare i

dati ottenuti con quelli relativi ad un gruppo di pazienti riesaminati ad un anno dalla chirurgia

bariatrica. Per rafforzare i dati ottenuti, sarebbe interessante dosare anche gli ormoni tiroidei

tissutali e l'attività deiodinasica locale in entrambi i depositi adiposi. Per studiare l'attività tiroidea in

situazioni di ipotiroidismo e ipertiroidismo sarebbe ottimo estendere al ratto la quantificazione

dell'espressione genica.
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