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1. INTRODUZIONE 

1.1 Il tessuto adiposo: organo endocrino 

Per molto tempo il tessuto adiposo è stato considerato un tessuto inerte 

essenzialmente (Ottaviani et al., 2011). Da parte della comunità scientifica vi è 

stato scarso interesse nello studiare i meccanismi molecolari e i processi biologici 

legati a tale tessuto. Si pensava infatti che oltre alla funzione di isolamento 

termico, il tessuto adiposo rappresentasse semplicemente un sito di stoccaggio 

dei trigliceridi e di riserva energetica (Vienberg et al., 2017). Tuttavia, negli ultimi 

anni sono aumentati notevolmente gli studi e i dati sulla biologia e biochimica del 

tessuto adiposo. Attualmente l’opinione comune si riferisce al tessuto adiposo 

come un vero e proprio organo endocrino metabolicamente attivo, adibito 

primariamente ad immagazzinare l’eccesso di energia, ma anche capace di 

sintetizzare e rilasciare in circolo ormoni e fattori proteici in grado di regolare 

l’omeostasi metabolica. Il tessuto adiposo rappresenta il tessuto più diffuso 

nell’organismo umano. Esso, infatti, costituisce tra il 15-20% del peso corporeo di 

un uomo e il 20-25% di quello di una donna, ed è ampiamente distribuito in 

diverse regioni del corpo (Badimon et al., 2015). La principale funzione del 

tessuto adiposo è quella di accumulare materiale lipidico e fungere da riserva di 

energia in condizioni di digiuno, ma svolge anche un’importante funzione 

meccanica e strutturale, riempiendo spazi corporei e mantenendo la posizione di 

alcuni organi. La maggior parte del tessuto adiposo, definito sottocutaneo, è 

situato sotto la cute (Hoehn e Marieb, 2008). Questo grasso non è correlato a 

molte delle classiche patologie legate all'obesità, come le malattie 

cardiovascolari, il cancro e l’ictus, verso le quali sembrerebbe invece avere 

addirittura un ruolo protettivo (Porter et al., 2009). Il grasso situato nella cavità 

addominale a livello del mesentere intestinale e del retroperitoneo è definito 

invece viscerale. 

L’obesità viscerale, intesa come aumento del rapporto tra la circonferenza 

dell’addome e la circonferenza dei fianchi, correla invece con il rischio 

cardiovascolare ed è indipendente da altri fattori di rischio (Yusuf et al., 2005). La 
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differente influenza dei due tessuti nella patogenesi dell’obesità è sottolineata 

anche dal fatto che il tessuto adiposo viscerale è in grado di rilasciare un maggior 

numero di fattori pro-aterogeni, come interleuchine pro-flogistiche (IL-6, IL-8) 

(Fontana et al., 2006), angiotensinogeno, (l’inibitore dell’attivatore del 

plasminogeno-1 (PAI-1), TNF-α e fattori di crescita endoteliali (Berg e Scherer, 

2005). Inoltre, il tessuto adiposo viscerale drena direttamente nel circolo portale 

le citochine proinfiammatorie, e queste stimolano la produzione a livello epatico 

di proteine della fase acuta, come la proteina C-reattiva (PCR) o PAI-1 (Bambace 

et al., 2001; Libby et al., 2010). Tuttavia, il tessuto adiposo, oltre ad aver un ruolo 

da protagonista nella patogenesi dell’obesità, svolge numerose funzioni per il 

mantenimento dell’omeostasi nell’organismo (Trayhurn, 2005; Fonseca-Alaniz et 

al., 2006; Laclaustra et al., 2007; Kiess et al., 2008; Grant e Dixit, 2015).  

1.1.1 Funzioni del tessuto adiposo: lipogenesi e adipogenesi 

Il tessuto adiposo il principale organo votato a immagazzinare energia sotto 

forma di trigligeridi (TG), che vengono depositati negli adipociti con il processo 

della lipogenesi. Il processo attraverso cui invece i trigliceridi vengo rilasciati in 

circolo è definito lipolisi. La lipogenesi è un processo che si verifica non solo nel 

tessuto adiposo ma anche nel fegato, quando la dieta è ricca di carboidrati e ad 

un basso contenuto di grassi. La deposizione dei trigliceridi negli adipociti 

avviene attraverso l’assorbimento degli acidi grassi e del monoacilglicerolo, a 

partire dai chilomicroni e dalle lipoproteine a bassa densità (VLDL). L’enzima che 

catalizza questa reazione è la lipoproteina-lipasi (LPL), che viene sintetizzata e 

secreta dagli adipociti, per poi traslocare in seguito a glicosilazione sull’endotelio 

dei capillari dove espleta la sua funzione (Wang H. et al., 2009). L'insulina è 

probabilmente il fattore ormonale più importante che influenza la lipogenesi, 

inibita invece dal rilascio di glucagone. La lipogenesi è un processo molto 

sensibile ai cambiamenti della dieta; una dieta ricca di carboidrati attiva la 

lipogenesi sia a livello epatico che nel tessuto adiposo viscerale (VAT), mentre il 

diguino riduce la lipogenesi nel VAT. L’aumento dei livelli di glucosio in circolo 

stimola la lipogenesi attraverso due meccanismi: il glucosio viene convertito in 

acetil-CoA, substrato della sintesi dei trigliceridi attraverso un processo di 
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esterificazione (Herman e Kahn, 2006), ma il glucosio stimola anche il rilascio di 

insulina e inibendo quello del glucagone. Nei soggetti obesi la LPL del tessuto 

adiposo non è regolata positivamente nel periodo post-prandiale (Coppack et al., 

1992; Frayn, 2002), causando una alterata clearance dei TG nel VAT. Altra 

funzione importante svolta dal VAT è la lipolisi, attraverso cui le riserve 

energetiche (trigliceridi) vengono idrolizzate in acidi grassi e glicerolo. Questo 

fenomeno avviene durante periodi di stress come il digiuno e l’esercizio fisico 

prolungato, poiché l’organismo richiede fonti di energia. La lipasi ormone 

sensibile (HSL) è l’enzima che catalizza tale reazione (Jaworski et al., 2007). In 

seguito a fosforilazione da parte della protein chinasi A (PKA) e della protein 

chinasi G (PKG), l’HSL trasloca sulla membrana delle goccioline lipidiche, che 

sono rivestite da perilipina, una proteina che normalmente inibisce la lipolisi. La 

contemporanea fosforilazione della HSL e della perilipina stimolano l’idrolisi delle 

goccioline lipidiche (Marcinkiewicz et al., 2006; Miyoshi et al., 2007). HSL è 

basalmente inibita dall’insulina, mentre la sua azione è favorita dal glucagone e 

dall’epinefrina (; Kersten, 2001; Laclaustra et al., 2007; Kiess et al., 2008). Gli 

acidi grassi rilasciati dagli adipoci sono immediatamente legati all'albumina e 

trasportati nel flusso sanguigno il fegato, i muscoli e altri tessuti per l'ossidazione 

(Laclaustra et al., 2007). La β-ossidazione è un processo catabolico in cui gli acidi 

grassi liberi derivanti dalla lipolisi sono usati come fonte di energia convertite in 

molecole di acetil-CoA (Bernlohr, 2002). 

1.2 Classificazione del tessuto adiposo 

Nei mammiferi si identificano tre tipi di tessuto adiposo: bianco, bruno e 

recentemente beige. Questi tessuti hanno funzioni, morfologia e origine diverse 

(Pfeifer e Hoffmann, 2015) (Fig. 1). 

Tessuto adiposo bianco 

Il tessuto adiposo bianco (WAT) è definito così perché a fresco presenta una 

colorazione bianca o giallastra, a seconda della quantità dei pigmenti liposolubili 

presenti. Il tessuto adiposo bianco è costituito da adipociti e cellule non adipose, 

matrice extracellulare, vasi e nervi. Gli adipociti, la componente più abbondante 
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del tessuto adiposo, sono cellule formate da un sottile strato citoplasmatico il cui 

nucleo all’interno è schiacciato contro la membrana plasmatica della cellula 

conferendo alla stessa la classica forma “ad anello con castone”. Ciò avviene 

perché l’adipocita presenta un’enorme goccia lipidica, non circondata da 

membrana, in cui sono immagazzinati i trigliceridi e il colesterolo esterificato. In 

base al loro stato nutrizionale, la misura degli adipociti varia tra 25 μm e 200 μm. 

Altra componente importante del tessuto adiposo bianco è la frazione vascolare 

stromale (SVF), essa è composta da cellule endoteliali, periciti, cellule staminali 

mesenchimali, pre-adipociti e cellule del sistema immunitario (macrofagi). Le 

caratteristiche di questo network sono fondamentali per la crescita e lo sviluppo 

del tessuto adiposo (Rutkowski et al., 2009). In particolare, un ruolo importante è 

rivestito da alcune cellule del sistema immunitario residenti nel tessuto adiposo, i 

macrofagi. Nei soggetti sani prevalgono macrofagi residenti che mostrano un 

fenotipo anti-infiammatorio (M2) (Lumeng et al., 2007). Nei soggetti obesi invece 

queste cellule acquisiscono un profilo pro-infiammatorio cronico di basso grado 

(M1), rilasciando un gran numero di chemochine e citochine incaricate di 

reclutare e attivare altre cellule immunitarie, inducendo la sindrome da insulino-

resistenza (Weisberg et al., 2003; Schipper et al., 2012). Infine, nella SVF, un 

ruolo importante è svolto dalle cellule staminali adipose (ASCs) e dai 

preadipociti, coinvolti nella rigenerazione delle cellule mature. Tuttavia, mentre 

le ASCs possono differenziarsi in altre linee cellulari, i preadipociti hanno una 

ridotta capacità differenziativa e possono generare solo adipociti maturi 

(Cawthorn et al., 2012). Il processo di differenziazione attraverso cui i 

preadipociti vengono trasformati in adipociti maturi prende il nome di 

adipogenesi. Questo fenomeno coinvolge i precursori mesenchimali e porta alla 

formazione di cellule insulino-responsive e capaci di accumulare lipidi (Lefterova 

e Lazar, 2009).  

L’adipogenesi è un processo che è stato molto studiato grazie alla disponibilità di 

modelli di coltura cellulare che ne hanno permesso di definirne i dettagli. In 

particolare, le linee cellulari di preadipociti 3T3-L1 e 3T3-F442A sono state 

utilizzate per condurre studi “in vitro” sulla differenziazione degli adipociti e 
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definirne così i fattori trascrizionali alla base (Rosen et al., 2000; Gregoire, 2001). 

A oggi, si ritiene che il processo differenziativo si divida in due fasi: una precoce, 

in cui la cellula mesenchimale indifferenziata si trasforma in preadipocita, e una 

tardiva, in cui il preadipocita assume le caratteristiche di un adipocita maturo. 

Queste fasi di differenziazione sono regolate da una cascata di fattori 

trascrizionali che coinvolgono il recettore nucleare attivato dai proliferatori del 

perossisoma (PPARγ) e membri delle proteine CCAT-enhancer-binding (C/EBPs). 

Esistono due isoforme di PPARγ (PPARγ1 e PPARγ2), originate da splicing 

alternativo (Zhu et al., 1995) ed entrambe espresse nel VAT. I fattori C/EBPs 

coinvolti nel differenziamento adipocitario sono invece tre: -α, -β e -δ. (Otto e 

Lame, 2005). Le forme -β e -δ di C/EBP sono le prime ad attivarsi durante 

l’adipogenesi, e successivamente C/EBPα interagisce con PPARγ, attivando 

insieme un ciclo a feedback positivo, così da mantenere lo stato cellulare 

differenziato (Rosen et al., 2002). Studi condotti su modelli murini indicano che 

alterazioni dell’espressione di PPARγ1 e PPARγ2, sono associate alla non 

formazione del tessuto adiposo (Koutnikova et al., 2003; Gray et al., 2005). Gli 

studi dimostrano che PPARγ è sia sufficiente che necessario per la 

differenziazione degli adipociti bianchi (Farmer, 2006). La sovraespressione di 

PPARγ può addirittura compensare la carenza di C/EBP, ma al contrario pare che 

la sovraespressione di C/EPB non possa sopperire alla mancanza di PPARγ. La 

cooperazione tra C/EBP e PPARγ è confermata da studi in cui è stato osservato 

come C/EPB sia in grado di legare molti dei promotori del gene bersaglio PPARy 

(Lefterova e Lazar, 2009; Wang Y et al., 2010). Ciò fa ipotizzare quindi che C/EBP 

possa regolare direttamente l'adipogenesi solo cooperando con PPARγ. Alcuni 

studi hanno evidenziato anche un meccanismo che regolerebbe in modo 

negativo l’adipogenesi. In particolare, le glicoproteine appartenenti alla famiglia 

di Wnt, che agiscono attraverso meccanismi paracrini e autocrini per influenzare 

lo sviluppo delle cellule. Le proteine Wnt legano recettori di membrana chiamati 

Frizzle (FZD), attivando una via che porta alla mancata fosforilazione della β- 

catenina (Lefterova e Lazar, 2009). L’inibizione della via di Wnt induce la 

differenziazione in senso adipocitario, come è stato osservato in linee cellulari di 

preadipociti 3T3-L1 (Kennel e McDougald, 2005; Gustafson e Smith, 2006). 
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Tessuto adiposo bruno 

Presente solamente nei mammiferi, il tessuto adiposo bruno (BAT), 

abbondantemente presente durante la vita fetale e neonatale, resta invece 

solamente in tracce nell'adulto. Nell'uomo è localizzato principalmente nelle 

regioni interscapolare, cervicale, periaortica, perirenale, paravertrebrale 

(Nedergaard et al., 2007; Cypess et al., 2009; van Marken Lichtenbelt et al., 

2009). Gli adipociti che compongono il tessuto adiposo bruno hanno dimensioni 

inferiori rispetto agli adipociti bianchi. Inoltre, all'interno della cellula vi sono 

numerose goccioline lipidiche non avvolte da membrana, ma libere nel 

citoplasma. Il nucleo assume una posizione centrale e numerosa è la presenza di 

mitocondri all’interno del citoplasma; ciò conferisce il classico colore bruno al 

tessuto. Ruolo cruciale del BAT è la termogenesi, che avviene grazie alla presenza 

della termogenina (UCP1), una proteina presente sulla membrana mitocondriale 

interna che disaccoppia la catena respiratoria mitocondriale, utilizzando il 

gradiente protonico per produrre calore e non ATP (Nicholls & Locke, 1984; 

Richard & Picard, 2011). Rispetto al tessuto adiposo bianco possiede maggiore 

vascolarizzazione ed innervazione. È interessante notare che recenti studi 

condotti sull’uomo hanno dimostrato una ridotta attività del BAT nei soggetti 

obesi e in sovrappeso. Al contrario, la massa del BAT correla positivamente con il 

tasso metabolico a riposo (van Marken Lichtenbelt et al., 2009). Inoltre, in 

pazienti obesi, gli adipociti BAT nella regione interscapolare sembrano adottare 

un fenotipo di tipo bianco, con un aumento dell'accumulo di lipidi (Shimizu et al., 

2014). In sintesi, la presenza di BAT attivo negli adulti rende questo particolare 

tipo di grasso un obiettivo interessante per nuovi approcci terapeutici per 

combattere l'obesità.  

Tessuto adiposo beige 

Adipociti simili a quelli bruni per quanto riguarda la morfologia e la presenza di 

UCP1 sono presenti nel WAT. Questi adipociti sono chiamati "beige" (Ishibashi e 

Seale, 2010) o "brite" (Petrovic et al., 2010) e sono facilmente rilevabili nel VAT di 

animali esposti al freddo presentando marker specifici come il recettore del 
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fattore di necrosi tumorale 9 (CD137), il fattore di trascrizione T-box (TBX1) e il 

transattivatore Cbp / p300-interagente 1 (CITED-1) (Harms & Seale, 2013). I 

precursori beige, pur assumendo una morfologia bruna, non attivano alcun 

programma per indurre l’espressione di UCP1, a meno che non vengano trattati 

con alcuni induttori, come ad esempio agonisti β-adrenergici o attivatori del 

recettore gamma attivato dai proliferatori dei perossisomi (PPARα) (Klaus et al., 

1995; Petrovic et al., 2010; Ohno et al., 2012; Wu et al., 2012). Al contrario, le 

cellule brune esprimono quantità relativamente elevate di UCP1 anche in 

condizioni non stimolate e i preadipociti bruni differenziano spontaneamente, 

“ex vivo”, in adipociti esprimenti alti livelli di UCP1.  

 

 

 

Fig. 1 Schema relative allo sviluppo dei tre differenti tipi di tessuto adipose (da “Shingo Kajimura, 

Masayuki U. Saito A new era in brown adipose tissue biology: molecular control of brown fat 

development and energy homeostasis. Published 2014 in Annual review of physiology”) 
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1.3 Sviluppo del tessuto adiposo 

Durante lo sviluppo embriologico, il foglietto germinale mesodermico può dare 

origine a progenitori mesenchimali che possono differenziare in tutte le cellule 

adipocitarie. Tuttavia, negli ultimi anni si è cercato di chiarire se gli adipociti dei 

differenti distretti tissutali derivino da precursori cellulari differenti. Questa 

ipotesi nasce dall’osservazione che gli adipociti maturi si sviluppano in tempi 

differenti e in distretti diversi durante l’embriogenesi (Xue et al., 2007; Wang 

Q.A. et al., 2013; Hong et al., 2015). Wang e collaboratori hanno costruito un 

modello di adipocita inducibile, basato sul promotore dell’adiponectina, per 

studiare l’adipogenesi “in vivo”. In questo studio hanno dimostrato che gli 

adipociti viscerali si sviluppano in una fase postnatale, mentre gli adipociti 

sottocutanei iniziano la loro differenziazione a livello embrionale (Wang Q.A. et 

al., 2013) 

È possibile trovare un’altra importante differenza tra i progenitori. 

Nell’adipogenesi “de novo” molti studi hanno dimostrato che le cellule del VAT si 

sviluppano a partire da progenitori cellulari che esprimono il fattore di crescita 

derivante dalle piastrine-α (PDGFα+) (Berry and Rodeheffer, 2013; Hong et al., 

2015; Sun et al., 2017). Tuttavia, non tutti i progenitori adipocitari possono 

essere identificati per l’espressione di PDGFα+, e non tutti i progenitori che 

esprimono PDGFα+ danno origine a cellule adipocitarie (Berry and Rodeheffer, 

2013). Altri studi hanno infine dimostrato che, “in vitro”, progenitori capaci di 

dare origine a cellule adipose presentano un profilo immunologico CD31-/ 

CD34+, che tuttavia può dare origine anche a cellule endoteliali, cellule muscolari 

lisce vascolari e periciti (Guimaraes-Camboa e Evans, 2017; Heplero e Gupta, 

2017). Adipociti bianchi che si sviluppano nell'età adulta, ad esempio durante 

iperplasia del VAT indotta dall'obesità, probabilmente hanno una origine diversa 

(Jiang et al., 2014; Vishvanath et al., 2016). 

Gli adipociti bruni originano da progenitori staminali miogenici, presentando 

infatti caratteristiche comuni alle cellule muscolari scheletriche, come 

trascrittoma e proteoma mitocondriale (Forner et al., 2009). I fattori 

trascrizionali attivati durante le fasi precoci di differenziamento degli adipociti 
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bruni a partire dalle cellule mesenchimali sono PAX-3 (paired box gene 3), PAX-7 

(paired box gene 7) e MYF5 (fattore miogenico 5) (Lepper e Fan, 2010; Sanchez-

Gurmaches e Guertin, 2014). Precursori positivi a questi fattori vengono 

commissionati verso il lineage bruno attraverso l’attivazione della proteina 

morfogenetica dell'osso 7 (BMP7) (Park et al., 2013), ma anche la proteina PR 

domain containing 16 (PRDM16), fattore regolatore chiave per il fenotipo bruno 

(Seale et al., 2008). Tuttavia, non tutti i depositi di BAT e tessuto muscolare 

scheletrico condividono necessariamente gli stessi marker: solo i depositi inter e 

subscapolari di BAT derivano da precursori Pax3+ Myf5+ (Sanchez Gurmaches and 

Guertin, 2014). 

1.4 Transdifferenziazione tessuto adiposo 

Il tessuto adiposo bruno ha ormai assunto un ruolo centrale nella ricerca di varie 

strategie terapeutiche contro l’obesità, proprio per la sua capacità di 

catabolizzare substrati energetici non producendo ATP bensì calore, che viene 

diffuso poi a tutto il corpo attraverso il circolo sanguigno. Harms e Seale, in una 

review del 2013, hanno analizzato diversi modelli sperimentali, inclusi topi 

knockout, evidenziando come i topi con maggior presenza di BAT siano più magri 

e più resistenti all’aumento di peso. Un possibile meccanismo per contrastare le 

malattie metaboliche potrebbe essere quindi proprio l’induzione del BAT. Questo 

fenomeno è oggi riconosciuto come “browning”, ovvero un processo metabolico 

a cui può andare incontro il VAT in particolari condizioni. Quando ciò avviene 

all’interno del VAT compaiono adipociti multiloculari con un gran numero di 

mitocondri, che esprimono UCP1 e fattori di trascrizione chiave per proteine 

della termogenesi, come il coattivatore gamma del recettore attivato dal 

proliferatore del perossisoma 1-alfa (PGC1a) e PRDM16 (Cannon e Nedergaard, 

2004). Recenti studi hanno dimostrato come gli adipociti bruni che compaiono 

come depositi nel WAT siano differenti dai tradizionali adipociti del BAT, che 

condividono lo stesso precursore cellulare bruno del muscolo scheletrico (Seale 

et al., 2008). L’adipocita bruno e il miocita, dunque, risultano Myf5+, 

contrariamente agli adipociti bruni che si sviluppano nel WAT e che risultano 

Myf5-, come il precursore cellulare del WAT (Seale et al., 2008). Le cellule Myf5- 
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sembrano tuttavia possano differenziare in adipociti bruni sotto stimolazione 

termogenica. Tali cellule, come già detto, vengono oggi chiamate beige o brite 

per differenziarle sia dalle cellule adipose brune che dalle cellule adipose bianche 

(Wu et al., 2012; Garcia et al., 2016). Il browning è un fenomeno che si verifica 

tipicamente dopo una prolungata esposizione al freddo, causando anche il 

reclutamento di nuovi adipociti nei classici siti del tessuto bruno, come la regione 

intrascapolare. Tuttavia, tale fenomeno può essere mimato, anche, da diversi 

fattori endogeni, qui di seguito trattati (Fig. 2). 

 

 

 

Fig. 2 Schema relative ai fattori endogeni capaci di indurre il processo di transdifferenziazione del 

Wat verso il BAT (da “Masayuki Saito Human brown adipose tissue: regulation and anti-obesity 

potential Endocrine Journal 2014, 61 (5), 409-416”) 

 

- La Norepinefrina è un neurotrasmettitore, rilasciato dai neuroni 

noradrenergici, che può, attraverso una serie di enzimi e fattori di 

trascrizione, attivare l’espressione di UCP1 (Bonet et al., 2013). La 

norepinefrina, legando il recettore ADRB3, attiva la proteina chinasi A 
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(PKA) dipendente dal cAMP, inducendo la fosforilazione a valle di alcuni 

target della PKA come la proteina chinasi attivata da p38 (MAPK), che 

stimola l’espressione di PGC1α, direttamente coinvolto 

nell’overespressione di UCP1. Un ruolo importante è stato messo in luce, 

a riguardo, per la leptina che, rilasciata dai tessuti periferici, sembrerebbe 

agire a livello centrale sul rilascio di norepinefrina (Smith & Vale, 2006). 

La leptina è un adipochina rilasciata dal tessuto adiposo in proporzione 

alla sua massa che regola il metabolismo e l’assunzione di cibo (Wynne et 

al., 2005). I recettori della leptina sono localizzati a livello centrale nel 

nucleo arcuato e nei nuclei ventromediali dell’ipotalamo. Recentemente 

però sono stati identificati anche nella porzione dorsomediale 

dell’ipotalamo (Rezai-Zadeh et al., 2014). La leptina medierebbe il sistema 

melanocortico attraverso il rilascio dell’ormone α-melanocita stimolante 

(α-MSH), che interagisce anche con il recettore della melanocortina 4. 

L'attivazione di questo recettore causa la produzione dell’ormone 

corticotropina che infine attiva il rilascio periferico di NE (Smith & Vale, 

2006). La leptina agirebbe così sulla stimolazione simpatica (Smith & Vale, 

2006). La leptina agirebbe inoltre, positivamente anche sull’adipocita, 

inducendo l’espressione di ADRB3, come dimostrato da alcuni studi 

condotti “in vitro”, in cui si osserva come la leptina stimola l’espressione 

di PGC1α e del recettore α attivato dal proliferatore del perossisoma 

(PPARα). (Kakuma et al., 2000; Dodd et al., 2009; Wendel et al., 2015). 

 

 

- L’irisina è una miochina prodotta dal clivaggio della proteina 5 

contenente il dominio della fibronectina di tipo III (FNDC5) a livello delle 

fibre del muscolo scheletrico durante l’esercizio fisico (Boström & 

Jedrychowski, 2012). Nel tessuto adiposo viscerale, e in particolar modo, 

nel tessuto adiposo sottocutaneo, questa miochina esercita un efficace 

ruolo anti-obesità, attivando geni coinvolti nel catabolismo lipidico e nel 

processo di browning, tra cui UCP1 (Boström & Jedrychowski, 2012). Un 

recente studio condotto su adipociti umani, inoltre, dimostra come 
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l’irisina aumenti l’espressione di FNDC5 negli adipociti mediando 

p38MAPK (Zhang et al., 2016). 

 

- L’enzima iodotironina deiodinasi 2 (DIO2) determina, nella ghiandola 

tiroidea, la produzione dell’ormone triiodiotirodina (T3) a partire dalla 

tetraiodiotironina (T4). Uno studio pubblicato nel 2005 ha mostrato come 

differenti livelli di espressione di DIO2 nel VAT di topi provenienti da 

diversi ceppi, presentino differenze nella capacità di indurre UCP1 dopo 

l’esposizione al freddo (Xue et al., 2005). DIO2 è un enzima attivato dalla 

stimolazione adrenergica e inibito dal suo substrato (Christoffolete et al., 

2004). Studi condotti su adipociti umani differenziati a partire da cellule 

multipotenti isolate dal tessuto adiposo, e trattate con T3, mostrano un 

aumento dell’espressione di UCP1 e un aumento della biogenesi 

mitocondriale, accompagnato dall'induzione di proteina CCAAT / 

enhancer binding (C/EBPs) e PGC1α (Lee et al., 2012). Inoltre, il 

trattamento con T3 determina un aumento del consumo di ossigeno (Lee 

et al., 2012).  

 

- Le proteine morfogenetiche dell’osso (BMP) sono proteine coinvolte nel 

normale sviluppo del tessuto adiposo bruno, ma anche nel browning del 

VAT. In particolare, BMP7 è un fattore trascrizionale chiave della 

differenziazione dell’adipocita verso il fenotipo bruno (Seale, 2015). 

BMP7, in cellule Myf5+, stimola l’espressione di regolatori precoci del 

bruno come PRDM16 e PGC1α, che a loro volta inducono l’espressione di 

UCP1. Secondo recenti studi, BMP7 sarebbe anche capace di aumentare 

l’espressione di UCP1 e la presenza di mitocondri in adipociti bianchi e 

cellule staminali derivate dal tessuto adiposo umano (Elsen et al., 2014; 

Obregon, 2014; Okla et al., 2015). BMP4 è invece un fattore trascrizionale 

coinvolto nella differenziazione del VAT. Tuttavia, recenti studi hanno 

messo in luce un possibile ruolo di BMP4 nel browning del VAT, sebbene 

il suo ruolo sia ancora controverso. Xue e collaboratori hanno evidenziato 

un potenziale ruolo di BMP4 nell’indurre PGC1α in adipociti bianchi, 
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inducendo così lo sviluppo di adipociti beige caratterizzati dall’aumento 

dei tipici marker e stimolando la biogenesi mitocondriale (Xue et al., 

2014). Altri studi, invece, hanno ipotizzato un ruolo contrario di BMP4, 

che sembrerebbe invece far acquisire agli adipociti bruni un fenotipo 

bianco (Modica et al., 2016). 

 

- I peptidi natriuretici cardiaci sono importanti ormoni prodotto dal cuore 

che vanno ad agire su numerosi bersagli, tra cui il tessuto adiposo bruno e 

il WAT. I tre peptidi che fanno parte di questa famiglia sono il peptide 

natriuretico atriale, il peptide natriuretico cerebrale e il peptide 

natriuretico di tipo C. E’ stato riconosciuto al peptide natriuretico 

cardiaco il ruolo di promuovere il browning in modo del tutto simile alla 

stimolazione adrenergica, con la quale eserciterebbe anche un lavoro 

sinergico (Bordicchia et al., 2012). Mentre la stimolazione del recettore 

ADRB3 attiverebbe la PKA, il peptide natriuretico cardiaco, attraverso il 

recettore natriuretico di tipo A (NPRA), attiverebbe la proteina chinasi 

dipendente dal cGMP (PKG), ed entrambe le vie indurrebbero 

l’attivazione di p38 MAPK, stimolando così la biogenesi mitocondriale e il 

browning nel tessuto adiposo (Bordicchia et al., 2012). 

1.5 Disfunzione del tessuto adiposo  

La principale funzione del tessuto adiposo è quella di sintetizzare e 

immagazzinare trigliceridi in condizioni di normale nutrizione e rilasciarli sotto 

forma di acidi grassi liberi e glicerolo durante il digiuno prolungato. In condizioni 

di digiuno, gli acidi grassi rilasciati in circolo raggiungono i tessuti periferici, quali 

il muscolo scheletrico, che li assorbe e li utilizza attraverso la β-ossidazione. Il 

mantenimento di questo equilibrio nel tessuto adiposo è garantito da una serie 

di fattori come ormoni, impulsi neuronali, fattori psicologici e culturali. Gli 

adipociti, in condizioni fisiologiche, riescono a mantenere questo equilibrio 

integrando tra loro i vari segnali (Abizaid et al., 2006). La disfunzione del tessuto 

adiposo è una delle prime anomalie che si sviluppa in un soggetto obeso e 
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sembra essere il principale meccanismo nello sviluppo di comorbidità 

metaboliche e cardiovascolari. Il tessuto adiposo diventa disfunzionante in 

condizioni di eccessivo bilancio energetico positivo, andando incontro a diversi 

processi di rimodellamento cellulare e strutturale, per adattarsi all’eccessivo 

apporto calorico (Fig. 3). In particolare, si osservano: espansione del tessuto 

adiposo attraverso iperplasia (aumento del numero di cellule) e ipertrofia 

(aumento delle dimensioni delle cellule) degli adipociti (Wang Q.A. et al., 2013); 

infiltrazione di macrofagi e cellule immunitarie nel tessuto (Weisberg et al., 2003; 

Ferrante, 2013); rimodellamento della matrice extracellulare (ECM) per 

consentire una adeguata espansione tissutale (Sun et al., 2013). L’ipertrofia degli 

adipociti, causata da un aumento dello stoccaggio dei trigliceridi nella cellula, 

rappresenta la prima fase a cui va incontro il tessuto adiposo quando un soggetto 

inizia gradualmente ad aumentare di peso. Nel tessuto adiposo umano e murino 

si osserva una aumentata espressione degli enzimi coinvolti nella sintesi dei 

trigliceridi, in associazione con una maggiore capacità di immagazzinare lipidi. 

Successivamente, vengono indotti a differenziare altri adipociti a partire da 

precursori o cellule mesenchimali staminali, attraverso un processo di iperplasia 

(Spalding et al., 2008). Pazienti con il tessuto adiposo ipertrofico hanno maggiori 

probabilità di sviluppare malattie legate all'obesità, compreso il peggioramento 

della infiammazione cronica di basso grado e la dislipidemia (Hoffstedt et al., 

2010). D'altro canto, l'iperplasia del tessuto adiposo può essere protettiva contro 

l'obesità e l’insulino-resistenza (Hoffstedt et al., 2010). La differenza tra ipertrofia 

e iperplasia nei soggetti obesi si riflette principalmente nelle differenze tra i 

marcatori circolanti dell’infiammazione, tra cui la proteina C-reattiva (CRP), 

l’interleuchina-6 (IL-6), la proteina 1 chemotattica dei mitocondri (MCP-1) e la 

chemerina, più elevate in un tessuto adiposo ipertrofico (Klöting et al., 2010).  

L’obesità, associata ad uno stato di infiammazione cronica e ad uno squilibrio dei 

meccanismi omeostatici, è caratterizzata inoltre da una aumentata secrezione di 

adipochine proinfiammatorie (Ouchi et al., 2011), un eccessivo accumulo lipidico, 

ma anche adipogenesi e angiogenesi alterata, ipossia locale e fibrosi (Cao, 2013; 

Crewe et al., 2017). In particolare, è stato osservato come un aumento della 

massa adiposa crei nel tessuto uno stato ipossico, poiché il sistema vascolare non 
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è più in grado di nutrire tutte le cellule via via che il tessuto si espande (Trayhurn 

et al., 2013), causando stress ossidativo e aggravando la patogenesi della 

disfunzione del tessuto adiposo. Gli adipociti rispondono allo stress attivando 

proteine chinasi appartenenti alle MAPK, come p38MAPK e la chinasi N-

terminale c-Jun (JNK) (Bashan et al., 2007). In particolare, è stato osservato come 

la chinasi JNK sia in grado di attivare un segnale di sopravvivenza o morte in 

risposta al diverso tipo di stress. Un segnale transitorio di JNK attiverebbe una 

risposta di tolleranza allo stress, inducendo sopravvivenza e proliferazione 

cellulare, attraverso l’attivazione di segnali come FOXO e AP-1 (Hayakawa et al., 

2004; Fuest et al., 2012; Eijkelenboom e Burgering, 2013; Shaukat et al., 2015). Al 

contrario, un segnale prolungato di JNK attiva meccanismi di morte 

programmata attraverso la stimolazione di Bim, Bid e cFlip (Lei & Davis, 2003; 

Putcha et al., 2003). Ben noto è, dunque, il ruolo di JNK nella risposta allo stress, 

ma altrettanto conosciuto è il suo ruolo nell’insulino-resistenza legata alla 

patogenesi dell’obesità. JNK media la resistenza all'insulina attraverso quattro 

meccanismi distinti: la fosforilazione diretta e inibitoria dei substrati del 

recettore dell'insulina (IRS) 1 e 2 (Solinas & Karin, 2010); la promozione 

dell'infiammazione metabolica (Solinas et al., 2007); l'inibizione dell'asse 

dell'ormone tiroideo (TSH) (Sabio et al., 2010) e la regolazione negativa dell'asse 

PPARα-FGF21 (Vernia et al.,2014). In particolare, l’insulino-resistenza associata 

all’obesità dipende dall’incapacità da parte del tessuto adiposo di espandersi, ma 

anche dall’aumentata produzione di adipochine (Sethi & Vidal-Puig, 2007; Virtue 

& Vidal-Puig, 2010).  

L’insulina, prodotta dalle cellule β del pancreas, rappresenta l’ormone chiave 

della regolazione del metabolismo glicidico. Il glucosio rappresenta la principale 

fonte di energia metabolizzabile dall’organismo, in particolare per tessuti come 

fegato, muscolo, tessuto adiposo e cervello, tuttavia i suoi livelli circolanti 

devono essere mantenuti tra 4 mM e 7 mM, per evitare effetti citotossici. 

L’insulina svolge in questa regolazione un ruolo importante, inibendo la 

gluconeogenesi e la glicogenolisi a livello epatico, aumentando la 

glicogenosintesi a livello del tessuto muscolare e aumentando la presenza di 

trasportatori del glucosio (GLUT) sulla membrana cellulare nel tessuto adiposo e 
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muscolare, così da garantire un maggior assorbimento del glucosio. L’insulina 

svolge però un importante ruolo anche sul metabolismo dei lipidi. In particolare, 

essa riduce i livelli circolanti di acidi grassi inibendo l’attività della HSL nel tessuto 

adiposo, de-fosforilandola. Inoltre, stimola la sintesi dei TG, promuovendo, da 

una parte, il trasporto di glucosio negli adipociti (fondamentale per la 

conversione in acetil-CoA) e, dall’altra, la sintesi della LPL nel tessuto adiposo, 

per cui nelle cellule si accumulano acidi grassi esterificabili. 

In condizioni di digiuno o di stress, la secrezione di insulina è inibita dal rilascio da 

parte dell’organismo anche di adrenalina, che agisce direttamente mobilizzando 

le riserve energetiche e rendendole disponibili, tra cui glucosio dal fegato 

(attraverso gluconeogenesi e glicogenolisi) e acidi grassi dal tessuto adiposo 

(attraverso la lipolisi). Durante la fase di alimentazione, il recettore dell’insulina 

viene invece attivato nelle cellule adipose, inducendo la pathway del 

fosfatidilinositolo 3 chinasi (PI3K) - AKT/PKB-fosfodiesterasi-3 (PDE3), con 

conseguente diminuzione dei livelli di AMP ciclico (cAMP) intracellulare (Czech et 

al., 2014). Tuttavia, a digiuno, la stimolazione β-adrenergica, agendo sugli 

adipociti, induce l’attivazione dell’adenilato ciclasi (AC) con conseguente 

aumento dei livelli di cAMP. Il cAMP è così in grado di attivare la proteina chinasi 

A (PKA), che fosforila e attiva la lipasi ormone sensibile (HSL), il cui ruolo è quello 

di idrolizzare i trigliceridi, inducendone il rilascio sotto forma di acidi grassi liberi 

e glicerolo (Czech et al., 2014). Inoltre, uno studio del 2000 ha osservato come 

negli adipociti ipertrofici vi siano livelli di cAMP-PKA-HSL più alti (Osuga et al., 

2000). Ne consegue che gli adipociti più grandi presentano insulino-resistenza 

associata ad un aumento del tasso lipolitico. La disfunzione del tessuto adiposo 

può portare anche a cambiamenti nella matrice tissutale extracellulare, che può 

essere considerata come indice di fibrosi del tessuto (Halberg et al., 2009; 

Spencer et al., 2011). Infine, in condizioni di obesità, il tessuto adiposo diventa 

incapace di accumulare l’eccesso di lipidi ed energia che gli arriva, riversandoli in 

circolo. Il flusso di lipidi sarà così direzionato verso altri tessuti ectopici, come 

fegato, muscolo, cuore (Després et al., 2008). Tuttavia, le cellule in questi tessuti 

non hanno come principale funzione quella di accumulare lipidi, per cui vanno 
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incontro a danni da lipotossicità, alimentando poi i processi di insulino-

resistenza, apoptosi e infiammazione (Unger et al., 2010). 

 

 

 

Fig. 3 Schema degli effetti sistemici causati dalla disfunzione degli adipociti nel tessuto adiposo 

(“Kenneth C. The Role of Adipose Tissue and Lipotoxicity in the Pathogenesis of Type 2 Diabetes 

Current Diabetes Reports 2010, Volume 10, Issue 4, pp 306–315”). 

 

1.6 Citochine infiammatorie 

L’espansione del tessuto adiposo in soggetti obesi è associata ad infiltrazione di 

cellule immunitarie pro-infiammatorie che causano uno stato di infiammazione 

cronica di basso grado. La risposta infiammatoria associata all’obesità dipende, 

infatti, prevalentemente dal tessuto adiposo, anche se successivamente è 

possibile osservare un coinvolgimento nel decorso della patologia anche di altri 

tessuti, come il fegato (Wellen & Hotamisligil, 2005; Shoelson & Lee,2006). La 

risposta infiammatoria che si sviluppa nel tessuto porta gli adipociti ipertrofici a 

rilasciare chemochine, come la proteina 1 chemoattraente dei monociti MCP1 e 

TNFa, che a loro volta modulano il processo infiammatorio. In particolare, MCP1 
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esercita la sua azione richiamando macrofagi nel tessuto, e alti livelli di questa 

chemochina promuovono la dedifferenziazione e i processi patologici associata 

con l’iperinsulinemia e l’obesità (Sartipy & Loskutoii, 2003). L’infiltrazione dei 

macrofagi nel tessuto adiposo, in corso di obesità, è stata osservata sia 

nell’uomo che in modelli sperimentali di topo (Weisberg et al., 2003; Xu et al., 

2003). L’attivazione dei macrofagi è un punto cruciale nella risposta 

infiammatoria, ed è mediata da cellule immunitarie del sistema adattivo e 

mediatori da essi rilasciati. In particolare, i linfociti T helper (Th2) e i linfociti T 

regolatori (Treg) hanno la capacità di polarizzare i macrofagi verso un fenotipo 

anti-infiammatorio, M2, attraverso il rilascio di citochine come l’interleuchina 4 

(IL-4) e l’interleuchina 13 (IL-13); mentre i linfociti Th1 e Th17 promuovono un 

fenotipo macrofagico di tipo pro-infiammatorio M1, rilasciando interferon γ 

(INFγ) e interleuchina-17 (IL-17) (Odegaard et al. 2007; Tiemessen et al., 2007). 

Studi condotti in modelli animali, hanno evidenziato come, in corso di obesità, si 

osservi una trasformazione, all’interno del tessuto, dei macrofagi da un fenotipo 

anti-infiammatorio (M2) verso un fenotipo pro-infiammatorio (M1) (Lumeng et al 

2007a; Lumeng et al, 2007b). In corso di disfunzione del tessuto adiposo, 

dunque, gli eventi si susseguono cronologicamente partendo da un aumento 

della presenza di cellule Th1, le quali, rilasciando mediatori pro-infiammatori, 

richiamerebbero macrofagi inducendone la polarizzazione verso M1, 

promuovendo così l’insulino-resistenza (Kintscher et al., 2008; Duffaut et al., 

2009). 

1.7 Mitocondri e loro funzione 

I mitocondri sono organelli citoplasmatici lunghi circa 1-4 µm e con un diametro 

di circa 1,5 µm. Essi sono caratterizzati dalla presenza di una doppia membrana e 

da un genoma proprio. La membrana esterna è più permeabile alle piccole 

molecole rispetto alla membrana interna, che presenta diversi enzimi coinvolti 

nella catena di trasporto degli elettroni e quindi nel processo di generazione 

dell’ATP. La principale funzione dei mitocondri è utilizzare il gradiente 

elettronico, prodotto a seguito della β-ossidazione degli acidi grassi, nella 

matrice mitocondriale per produrre energia. All’interno della cellula i mitocondri 
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si trovano in un continuo stato dinamico a ponte tra eventi di fusione e fissione, 

essenziali per la rimozione dei mitocondri danneggiati, la regolazione dei processi 

di apoptosi e le normali funzioni cellulari (Hales, 2004; Youle & van der Bliek, 

2012). Il processo di fusione mitocondriale è regolato da tre proteine: mitofusina 

1 (Mfn1) mitofusina 2 (Mfn2) e mitochondrial dynamin like GTPase (OPA1), 

localizzate, rispettivamente, le prime due sulla membrana esterna e la terza sulla 

membrana interna (Hales et al., 1997; Cipolat et al., 2004). La fissione 

mitocondriale è invece regolata dalla proteina di fissione 1 mitocondriale (Fis1) e 

dalla proteina dinamina 1-like (Drp1), situati rispettivamente sulla membrana 

esterna e nel citosol. Recenti studi condotti su topi obesi hanno dimostrato un 

ruolo della disfunzione mitocondriale nella sindrome metabolica, causato da una 

eccessiva produzione di ROS a livello degli adipociti, con disregolazione degli 

enzimi coinvolti nei processi antiossidanti (Furukawa et al., 2004; Ren et al., 

2010; Heinonen et al., 2015). Diversi studi hanno documentato il ruolo della 

disfunzione mitocondriale in modelli animali di diabete mellito di tipo 2 (Lowell & 

Shulman, 2005; Schrauwen-Hinderling et al., 2007; Abdul-Ghani & DeFronzo, 

2008; Mulder & Ling, 2009; Youle & van der Bliek, 2012). Anche in pazienti affetti 

da diabete mellito di tipo 2, l’insulino resistenza è stata ricondotta alle 

disfunzioni mitocondriali, e in particolare legata alla ridotta capacità della catena 

respiratoria e alla ridotta produzione di ATP (Mootha et al., 2003; Razak & 

Anand, 2004; Morino et al., 2005; Hojlund, 2007). Il signaling dell’insulina è 

alterato dalla produzione incontrollata di ROS, che interferendo con il processo 

di ossidazione dell’acetil-CoA, determina ad un aumento dei lipidi (Lowell & 

Shulman, 2005; Houstis et al., 2006; Krebs & Roden, 2007). 
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1.8 Sindrome metabolica 

La sindrome metabolica (Mets) rappresenta oggi una delle patologie più diffuse 

nei paesi industrializzati e in via di sviluppo. Il concetto di sindrome metabolica 

nasce nel 1923 quando Kylin, un medico svedese, dimostrò l'associazione tra 

ipertensione, iperglicemia e gotta (Kylin, 1923). Qualche anno dopo è stata 

descritta l’associazione tra obesità viscerale e anomalie metaboliche, riscontrate 

nelle malattie cardiovascolari (CVD) e nel diabete mellito di tipo 2 (T2DM) 

(Vague, 1947). Una importante svolta è avvenuta in seguito alla Conferenza di 

Banting del 1988, dove è stato descritto "un gruppo di fattori di rischio per il 

diabete e le malattie cardiovascolari" definendole nel loro insieme "Sindrome X" 

(Raven, 1988). Il suo principale contributo è stato l'introduzione del concetto di 

resistenza all'insulina. Solo un anno dopo Kaplan definì il “quartetto della 

morte”, cioè la contemporanea presenza di obesità viscerale, intolleranza al 

glucosio, ipertrigliceridemia e ipertensione (Kaplan, 1989), rinominata nel 1992 

come la “sindrome dell’insulino resistenza” (Haffner et al., 1992). Nel corso degli 

anni, sono state proposte diverse classificazioni anche se risulta abbastanza 

difficile stabilire i criteri diagnostici definitivi relativi a questa sindrome. Un primo 

tentativo è stato fatto dall'Organizzazione Mondiale della Sanità (OMS), che nel 

1998 ha definito la Mets come presenza di diabete mellito, alterata glicemia a 

digiuno, ridotta tolleranza al glucosio e/o insulino resistenza associate a due dei 

seguenti fattori: 

 dislipidemia (trigliceridi 150 mg/dL e/o HDL < 35 mg/dL nei maschi e < 39 

mg/dL nelle femmine); 

 elevata pressione arteriosa con livelli 140/90 mmHg e/o in terapia 

antipertensiva; 

 obesità (BMI > 30 kg/m2 e/o WHR > 0,90 nei maschi, e > 0,85 nelle 

femmine); 

 microalbuminuria 20 μg/min o rapporto albumina/creatinina 30 mg/g 

(World Health Organization, 1999; Alberti & Zimmet, 1998).  
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Il Gruppo Europeo per lo Studio della Resistenza all'Insulina (EGIR), ha contestato 

quanto affermato dall’OMS, apportando alcune modifiche alla definizione di 

Mets, in particolare per ben differenziare il concetto di insulino-resistenza dal 

concetto di diabete mellito. Perciò, secondo l’EGIR la Mets è definita come la 

presenza di insulino-resistenza (solo in soggetti non diabetici) e almeno due dei 

seguenti criteri:  

 glicemia a digiuno > 110 mg/dL; 

 dislipidemia (trigliceridi > 177 mg/dL e/o HDL < 39 mg/dL o trattati per 

dislipidemia); 

 ipertensione (valori pressori > 140/90 mmHg e/o in terapia); 

 obesità centrale (circonferenza vita > 94 cm nei maschi, > 80 cm nelle 

femmine) (Balkau & Charles, 1999) 

Nel 2001, il National Cholesterol Education Program - Adult Treatment Panel III 

(NCEP / ATP) ha pubblicato i primi veri criteri diagnostici, suggerendo come la 

Mets possa essere definita se vengono riscontrate in esso almeno tre delle 

seguenti caratteristiche: 

 obesità addominale quantificabile con una circonferenza della vita 

superiore ai 102 cm negli uomini e 88 cm nelle donne; 

 aumento dei valori dei trigliceridi (≥ 150 mg/dL); 

 bassi livelli di colesterolo HDL (C-HDL o colesterolo buono), vale a dire < 

40 mg/dL per gli uomini e < 50 mg/dL per le donne; 

 ipertensione, con valori ≥ 130/85 mmHg o documentato uso di farmaci 

antipertensivi; 

 aumento della glicemia a digiuno ≥ 110 mg/dL (Cleeman, 2001).  

Successivamente, l'American Association of Clinical Endocrinologists (AACE) 

nel 2003 pone nuovamente l’attenzione sul concetto di insulino-resistenza, 

specificando come necessari solo 2 dei 4 criteri di seguito proposti per 

definire la Mets: 

 trigliceridi > 150 mg/dL; 
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 colesterolo HDL < 40 mg/dL nell’uomo ed < 50 mg/dL nella donna; 

 pressione >130/85 mm Hg; 

 glicemia a digiuno 110-125 mg/dL; glicemia 120 min dopo carico orale di 

75 g di glucosio 140-200 mg/dL (Einhorn et al., 2003). 

Ad oggi una delle ultime definizioni proposte di Mets risale al 2005 (International 

Diabetes Federation: The IDF consensus worldwide definition of the metabolic 

syndrome, http://www.idf.org/metabolic-syndrome). Pur riconoscendo che sia 

molto difficile trovare un accordo sulla definizione dei parametri clinici per definire la 

Mets, soprattutto variabilità di manifestazioni fenotipiche, anche legate a processi 

parafisiologici come l’invecchiamento, l’IDF sottolinea l’importanza dell’obesità 

centrale e dell’insulino-resistenza come fattori determinanti (Nakamura et al., 

1994; Anderson et al., 2001). In particolare, è l’obesità centrale (addominale), 

secondo questa nuova classificazione, il fattore cardine per una diagnosi di Mets, 

e non più l’insulino-resistenza. Questa nuova classificazione prevede l’obesità 

viscerale più: 

 aumento dei trigliceridi: ≥ 150 mg/dL (1,7 mmol/L);  

 riduzione del colesterolo HDL: < 40 mg/dL (1,03 mmol/L) nei maschi < 50 

mg/dL (1,29 mmol/L) nelle donne; 

 ipertensione: sistolica BP ≥ 130 or diastolica BP ≥ 85 mm/Hg;  

 glicemia a digiuno ≥ 100 mg/dL o precedente diagnosi di diabete di tipo 2;  

se superiore a 100 mg/dL, la curva da carico del glucosio (OGTT) è 

fortemente consigliata ma non è necessaria per stabilire una diagnosi di 

Mets.  

1.9 NASH e NAFLD 

Dati clinici, epidemiologici e biochimici sostengono fortemente il concetto che la 

la forma meno grave di steatosi epatica non alcolica (Non-alcoholic fatty liver 

disease, NAFLD) rappresenti una manifestazione epatica della Mets (Marchesini 

et al., 1999). La NAFLD può estrinsecarsi con caratteristiche anatomo-patologiche 

e cliniche molto diverse tra loro, a partire dalla semplice steatosi, alla 

steatoepatite non alcolica (NASH) associata a infiammazione e/o fibrosi, fino alla 

http://www.idf.org/metabolic-syndrome
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cirrosi epatica e il carcinoma epatocellulare (Sayiner et al., 2016). Negli Stati 

Uniti, tra il 30 e il 40 % della popolazione adulta mostra segni di steatosi, e di 

questi il 3-12 % sviluppa poi la NASH (Spengler & Loomba, 2015).  La patogenesi 

rimane ancora poco chiara, tuttavia l’evoluzione della NAFLD può essere divisa in 

due fasi. In una prima fase si verifica un accumulo di grasso a livello del tessuto 

epatico che sembra essere legata ad una delle caratteristiche della Mets, 

l’insulino-resistenza, fattore a comune tra l’obesità e il diabete. I meccanismi 

proposti che porterebbero il fegato ad accumulare grasso sono principalmente 

tre (Pierantonelli e Svegliati-Baroni, 2018): 1) aumento della lipolisi a livello del 

VAT, 2) attivazione della lipogenesi de novo a livello epatico, stimolata da un 

aumento del glucosio e dell’insulina in circolo (Postic & Girard, 2008), 3) e un alto 

contenuto di grassi nella dieta. Grazie all’utilizzo di isotopi stabili, in pazienti 

obesi con NAFLD, è stato possibile osservare che l’eccesso di acidi grassi liberi 

deriva per il 59% dalla lipolisi del tessuto adiposo, per il 26% dalla lipogenesi “de 

novo” e solo per il 15% dalla dieta ipercalorica (Donnelly et al., 2005). La seconda 

fase, ovvero la transizione tra steatosi e NASH, prevede invece numerosi e 

complessi processi che coinvolgono il VAT e la lipotossicità da esso causata, lo 

stress ossidativo, le disfunzioni mitocondriali e le alterazioni dell’asse fegato-

intestino (Marra & Svegliati-Baroni, 2018). Inoltre, nel processo che porta 

all’infiammazione e alla fibrosi nella NASH, un ruolo importante è svolto dai 

macrofagi residenti nel fegato, o cellule di Kupffer, che, attivate, reclutano altri 

monociti e leucociti dal circolo sanguigno, alimentando così il processo 

infiammatorio. Tutte queste modificazioni inducono poi, a valle, l’attivazione 

delle cellule stellate nel fegato, con conseguente deposizione della matrice 

extracellulare (Koyama & Brenner, 2017). Sono stati numerosi i tentativi di 

riprodurre un modello sperimentale animale per lo di studio della NAFLD/NASH. 

Alcuni modelli animali di NASH indicano che il colesterolo aumentato è un 

fattore chiave nella progressione di questa patologia (Subramanian et al., 2011; 

Van Rooyen et al., 2011), tuttavia, ad oggi, non si è ancora riusciti a riprodurre un 

vero modello animale, con tutte le caratteristiche della NAFLD.  
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L’insulino-resistenza rappresenta sicuramente l’evento scatenante la steatosi a 

livello epatico (Kristina et al., 2006). In particolare, la perdita di sensibilità 

all’insulina da parte del VAT determina un aumento dell’attività di enzimi adibiti 

al catabolismo dei trigliceridi, come la lipasi adiposa dei trigliceridi (ATGL), la 

lipasi ormone sensibile (HSL) e la lipasi monogliceride (MGL) (Schweiger et al., 

2006). L’aumento dell’attività di questi enzimi ha la duplice azione di ridurre 

l’accumulo dei trigliceridi nel VAT e di aumentare il rilascio di acidi grassi in 

circolo, che verranno così accumulati a livello epatico, sotto forma di trigliceridi. 

L’insulino-resistenza media inoltre il processo di lipogenesi “de novo” a livello 

epatico, che conduce alla sintesi di acidi grassi liberi (Vatner et al., 2015). La 

lipogenesi è un meccanismo strettamente legato alla glicolisi, il cui prodotto, 

l’acetil-CoA, viene utilizzato per sintetizzare acidi grassi, convertiti poi in 

trigliceridi nello stesso tessuto epatico (Postic & Girard, 2008). L’intero processo 

è regolato a monte da due fattori trascrizionali; la proteina legante gli elementi 

regolatori degli steroli (SREBP1c) e la proteina legante gli elementi di risposta dei 

carboidrati (ChREBP). SREBP1c è attivato dal recettore dell’insulina oppure dal 

recettore nucleare LXR (Beaven et al., 2013; Kawano & Cohen,2013; Sanders & 

Griffin,2016), mentre ChREBP è attivato dai prodotti intermedi della glicolisi, 

andando a regolare due enzimi chiave della lipogenesi “de novo”, acetil CoA 

carbossilasi (ACC) e acido grasso sintasi (FAS). ACC trasforma l’acetil-CoA in 

malonil-CoA, prima fase della lipogenesi, mentre successivamente FAS utilizza il 

malonil-CoA come substrato per la sintesi degli acidi grassi. Questo processo, 

cronico e prolungato nel tempo di produzione e utilizzo dell’acetil-CoA può 

causare un danno a livello del ciclo di Krebs e della catena mitocondriale, con 

conseguente aumento dei ROS (Sunny et al., 2017). Sunny e collaboratori, 

utilizzando isotopi stabili, hanno osservato un aumento della funzione 

mitocondriale, a livello epatico, in soggetti obesi con NAFLD (Sunny et al., 2011). I 

risultati di quello studio suggeriscono che i mitocondri abbiano un ruolo 

protettivo nel contrastare i processi ossidativi causati dal sovraccarico lipidico e 

che tale capacità venga persa durante il processo di NASH (Koliaki et al., 2015). 

L’eccesso di acidi grassi liberi può inoltre innescare direttamente la produzione di 

ROS, senza coinvolgere l’ossidazione lipidica e i mitocondri. Infatti, normalmente 
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gli acidi grassi vengono catabolizzati a livello epatico per produrre energia. Tale 

processo determina il rilascio di una minima quota di ROS, che vengono eliminati 

dalla cellula attraverso meccanismi compensatori antiossidanti (Neuschwander-

Tetr, 2010). In caso di NASH, il processo di β-ossidazione viene incrementato per 

contrastare l’apporto lipidico al tessuto e questo determinerebbe un aumento 

della produzione di ROS e una minore efficienza dei meccanismi antiossidanti 

(Yesilova et al., 2005).  

1.10 Acidi biliari e loro recettori 

Gli acidi biliari (BA) sono molecole anfipatiche contenenti sia una regione idrofila 

che una regione idrofoba e costituiscono la componente principale della bile. I 

BA rappresentano il prodotto finale del catabolismo del colesterolo e sono 

sintetizzati nel fegato e immagazzinati nella cistifellea, da dove fluiscono 

nell'intestino tenue dopo l'ingestione del pasto. A livelli intestinale BA esercitano 

una potente azione emulsionante promuovendo l'assorbimento dei lipidi, 

comprese le vitamine liposolubili (Insull, 2006; Lefebvre et al., 2009). L'acido 

colico e l'acido chenodesossicolico sono gli acidi biliari primari più abbondanti 

nella bile. Essi sono formati tramite idrossilazione del colesterolo in posizione 7, 

grazie all’enzima colesterolo 7α-idrossilasi (CYP7A1) o P450. Prima di essere 

secreti gli BA vengono coniugati ad amminoacidi come la taurina e la glicina, 

producendo rispettivamente glicoconiugati e tauroconiugati. Questo processo di 

coniugazione aumenta la loro natura anfipatica. I sali biliari così formati sono 

secreti attraverso l'azione della proteina di esportazione del sale biliare (BSEP) 

nei canalicoli biliari, da cui raggiungono la cistifellea, dove vengono concentrati 

per formare la bile. Nell'intestino, una piccola percentuale di sali biliari viene 

deconiugata dal microbiota e la 7α-deidrossilasi batterica converte gli acidi biliari 

primari CA e CDCA in acido desossicolico (DCA) e acido litocolico (LCA), 

rispettivamente, che sono re-coniugati con glicina o taurina (John e Chiang, 

2013). Oltre ad avere un ruolo nell'assorbimento dei lipidi dalla dieta e 

nell'omeostasi del colesterolo, è stato dimostrato il ruolo degli acidi biliari come 

veri e propri segnali ormonali che regolano il metabolismo. In particolare, i 

meccanismi di segnalazione attivati dagli acidi biliari coinvolgono due recettori 
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noti come “recettori attivati dagli acidi biliari”; la proteina G transmembrana 

accoppiata al recettore per gli acidi biliari di tipo I (GP-BAR1), ovvero Takeda G-

protein-coupled Receptor 5 (TGR5) (Maruyama et al., 2002; Kawamata et al., 

2003), e il recettore nucleare del farnesoide X (FXR o NR1H4) (Makishima et al., 

1999; Parks et al., 1999; Wang H. et al., 1999).  

TGR5, originariamente riconosciuto come un recettore orfano, è oggi identificato 

come un membro della sottofamiglia Rhodopsin-like di GPCR (Classe A). Questo 

recettore degli acidi biliari è stato scoperto nel 2002 (Maruyama et al., 2002) e 

caratterizzato per la prima volta nel 2003 (Kawamata et al., 2003). TGR5 è 

espresso in numerosi tessuti, tra cui fegato, cistifellea, ileo, colon, cuore, milza, 

reni, placenta, polmone, utero, testicolo, ghiandola mammaria, prostata, 

muscolo scheletrico, tessuto adiposo bruno, leucociti, macrofagi, cellule 

endoteliali e aree specifiche del sistema nervoso centrale (Casaburi et al., 2012; 

Stepanov et al., 2013; Eggink et al., 2014). 

TGR5 svolge le sue funzioni in modo tessuto-specifico, comunque aumentando i 

livelli di cAMP (Eggink et al., 2014) (Fig. 4). In particolare, se attivato dal proprio 

ligando, TGR5 trasduce il segnale attivando la proteina G stimolatoria (Gs), che va 

a legare l’adenilato ciclasi favorendo il rilascio del cAMP e l’attivazione della 

protein-chinasi A (PKA). La PKA fosforila la proteina legante l’elemento di 

risposta all’cAMP (CREB), determinando così la stimolazione di numerosi altri 

geni (Nguyen et al., 2008; Thomas et al.,2008). Nelle cellule enteroendocrine, 

l’attivazione di TGR5 stimola il rilascio a valle del peptide 1 glucagone simile 

(GLP-1), che influenza l'omeostasi del glucosio e del peptide YY (PYY) che regola 

l’assunzione di cibo (Bala et al., 2014). Nel muscolo e nel tessuto adiposo bruno, 

invece, l’attivazione di TGR5 regola il dispendio energetico attraverso l’induzione 

dell'enzima DIO2 (Eggink et al., 2014). Inoltre, nelle cellule di Kupffer TGR5 riduce 

la produzione di citochine in modo c-AMP dipendente, tramite l'inibizione del 

fattore nucleare kappa-potenziatore di catene leggere di cellue B attivata (NF-

kB), e influenza la differenziazione dei monociti (Eggink et al., 2014). TGR5 è 

anche espresso nelle cellule endoteliali dei sinusoidi epatici, dove si ipotizza 

rivesta un ruolo importante nella regolazione della produzione di ossido nitrico, 
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attraverso l'attivazione cAMP-dipendente dell'ossido nitrico sintasi endoteliale 

(eNOS) (Keitel et al., 2007). Questo meccanismo, indotto dagli acidi biliari può 

eliminare le specie reattive dell’ossigeno e proteggere il fegato dalla 

perossidazione lipidica. TGR5 svolge però un importante ruolo sul metabolismo 

cellulare, in particolare è stato osservato come gli acidi biliari tramite questo 

recettore siano in grado di aumentare la spesa energetica soprattutto nel tessuto 

adiposo bruno e nel muscolo (Watanabe et al., 2006). Questo effetto è stato 

osservato in topi alimentati con una dieta ricca di grassi, che sviluppavano 

obesità e insulino-resistenza (Watanabe et al., 2006). Gli acidi biliari aumentano 

la spesa energetica attivando l’enzima deiodinasi di tipo 2 (DIO2), che converte 

nei tessuti termogenicamente attivi l’ormone T4 in T3. Oltre a DIO2, altri geni 

coinvolti nella regolazione della spesa energetica aumentano nel tessuto adiposo 

bruno dopo il trattamento con acido biliare: Peroxisome proliferator-activated 

receptor gamma coactivator 1-alpha e 1 beta (PGC1A, PGC1B) e UCP1 (Watanabe 

et al., 2006). Il meccanismo proposto prevederebbe dunque una via di 

segnalazione TGR5-cAMP-DIO2 e la successiva stimolazione di UCP1 da parte di 

T3. Tuttavia, i modelli animali knockout per TGR5 supportano solo in parte 

queste ipotesi (Maruyama et al., 2002; Kawamata et al., 2003). Topi maschi e 

femmine omozigoti o eterozigoti per la delezione di TGR5 mostrano normali 

livelli di trigliceridi e glucosio, e non aumentano di peso rispetto ai topi 

alimentati con una dieta normale (Maruyama et al., 2002; Vassileva et al., 2006). 

Alcune differenze di genere sono state osservate in topi TGR5 -/- in termini di 

risposta ad una dieta con alto contenuto di grassi (Maruyama et al., 2002). 

Infatti, i livelli plasmatici di colesterolo totale erano più alti del 20% nel maschio, 

ma non nella femmina omozigote TGR5 -/-, che risultava anche aumentare di 

peso rispetto ai controlli (Maruyama et al., 2002). Questa differenza può essere 

spiegata dall’uso di diverse diete o da altre differenze nelle condizioni 

sperimentali applicate agli animali. 
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Fig. 4 Via di segnalazione di TGR5 (da “Thomas C, Pellicciari R, Pruzanski M, Auwerx J, Schoonjans 

K. Targeting bile-acid signalling for metabolic diseases. Nat Rev Drug Discov. 2008;7(8):678-93.”). 

FXR è un recettore che appartiene alla famiglia dei recettori nucleari che, agendo 

come fattori di trascrizione, modulano l’espressione di numerosi geni coinvolti in 

numerosi processi biologici. Nell’uomo il gene FXR, definito FXRA, codifica 

quattro isoforme diverse (FXRa1-4), attraverso un meccanismo di splicing 

alternativo (Wang Y.D. et al., 2008, b). FXRB (Nr1h5), un secondo gene di FXR, 

agisce come lanosterolo nei topi ed è uno pseudogene nell’uomo (Otte et al., 

2003). Altamente espresso nel fegato, nell’intestino e nei reni, FXR è 

caratterizzato da una serie di domini che conferiscono al recettore specifiche 

funzioni: 

- un dominio regolatore N-terminale; 

- un dominio di legame con il DNA; 

- un dominio di legame con il ligando; 

- un dominio centrale, con cui il recettore può cambiare conformazione; 

- un dominio C-terminale. 
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Il ligando con cui FXR normalmente interagisce è l’acido chenodesossicolico 

(Lefebvre et al., 2009). Come tutti i recettori nucleari, FXR dopo aver legato il 

proprio ligando trasloca dal citosol al nucleo, formando un eterodimero con il 

recettore X dell’acido retinoico (RXR) (Forman et al., 1995). Grazie alla presenza 

di un dominio funzionale, FXR lega una sequenza specifica sul DNA inducendo 

regolazione genica. Uno dei geni target di FXR è il piccolo partner eterodimero 

(SHP) che lega il DNA (Goodwin et al., 2000; Brendel et al., 2002). SHP dimerizza 

e inattiva il recettore X del fegato (LXR), un regolatore positivo dell'espressione 

di CYP7A1, il primo e limitante enzima della biosintesi degli acidi biliari (Kerr et 

al., 2002; Stedman et al., 2004). L’inattivazione di LXR mediante FXR/SHP 

determina l'inibizione della sintesi degli acidi biliari attraverso la via canonica 

(Brendel et al., 2002; Kerr et al., 2002; Stedman et al., 2004). La principale 

funzione di FXR è dunque quella di regolare il metabolismo degli acidi biliari 

proteggendo gli epatociti dagli effetti tossici dovuti al loro accumulo. Oltre a 

regolare il metabolismo degli acidi grassi, FXR modula inoltre l’omeostasi 

glicemica (Cariu et al., 2005) e lipidica (Sinal et al., 2001) (Fig. 5). Studi effettuati 

su animali hanno evidenziato, infatti, che il recettore FXR modula geni coinvolti 

nella regolazione della gluconeogenesi epatica (Duran-Sandoval et al., 2004; 

Yamagata et al., 2004; Duran-Sandoval et al., 2005), migliorando anche 

l’assorbimento dell’insulina nel tessuto adiposo e nel tessuto muscolare (Cariou 

et al., 2006; Ma et al., 2006; Zhang et al., 2006; Wang Y.D. et al., 2008, a). Il 

segnaling dell’insulina e i livelli di glucosio sono modulati regolando l'espressione 

di FXR nel fegato (Duran-Sandoval et al., 2004). Topi FXR -/- mostrano, se 

sottoposti ad un carico orale di glucosio, ridotta tolleranza al glucosio, alterazioni 

dell’omeostasi del glucosio nel fegato e nel muscolo e insulino-resistenza (Ma et 

al., 2006; Zhang et al., 2006). Altri studi, invece, sempre condotti su topi FXR-/- 

mostrano un normale signaling dell’insulina (Duran-Sandoval et al., 2004; Cariou 

et al., 2006). Nonostante questi dati siano contrastanti, si ipotizza che 

l’attivazione di FXR moduli positivamente il segnale dell’insulina, infatti, il 

trattamento con GW4064 (un agonista sintetico degli acidi biliari non steroideo) 

migliora la sensibilità all’insulina sia in topi db/db, KK-A(y) (Zhang et al., 2006) 

che in quelli ob/ob (Cariou et al., 2006). Inoltre, studi condotti in animali 
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knockout (KO) per FXR e SHP, suggeriscono che la via di segnalazione di FXR/SHP 

regoli alcuni geni della gluconoegenesi, proprio perché nei topi KO viene persa 

questa regolazione (Cariou et al., 2006; Ma et al., 2006; Zhang et al., 2006). In 

particolare, l’attivazione di FXR sembrerebbe modulare l’espressione dell’enzima 

fosfoenolpiruvato carbossichinasi (PEPCK) (Cariou et al., 2005), ma anche in 

questo caso, sono riportati in letteratura dati contrastanti, sia positivi (Stayrook 

et al., 2005) che negativi (Yamagata et al., 2004). Infine, viene ipotizzato che FXR 

riduca i livelli circolanti di trigliceridi e di acidi grassi, inibendo la loro sintesi a 

livello epatico e aumentandone l’ossidazione (Lefebvre et al., 2009). E’ stato 

osservato in animali KO per il recettore FXR un aumento dei livelli in circolo di 

trigliceridi e colesterolo (Lambert et al., 2003) e un aumento del conseguente 

rischio di formazione di placche ateroscerotiche (Li et al., 2007). FXR è anche 

coinvolto nella regolazione della lipogenesi a livello epatico, fonte di acidi grassi 

liberi per la formazione delle lipoproteine a bassa densità (VLDL) (Hanniman et 

al., 2005). FXR, attivando il suo effettore a valle SHP, inibisce la sintesi dei 

trigliceridi a livello epatico, regolando l’espressione genica del fattore di 

trascrizione SREBP1c e dei geni lipogenici target su cui agisce, tra cui FAS 

(Watanabe et al., 2004). Altri meccanismi con cui FXR potrebbe inibire la sintesi 

dei trigliceridi coinvolgono PPARα e PGC1A (Zhang et al., 2004). 

1.11  Agonisti selettivi degli acidi biliari  

L’analogo semisintetico dell'acido colico (CA), acido 6a-etil-3a, 7a-diidrossi-5b-

colan-24-oico (acido obeticolico, OCA) è un potente agonista selettivo di FXR 

(Pellicciari et al., 2002, 2004, 2012; Gioiello et al., 2011). OCA, attraverso 

l'aggiunta di un singolo gruppo etilico in posizione 6 α nel CDCA, mostra una 

attività agonistica circa 100 volte maggiore per FXR (Pellicciari et al., 2002) 

rispetto a CDCA. Inoltre, l'attività di agonista di OCA è 200 volte più alta su FXR 

rispetto a TGR5 (Rizzo et al., 2010); OCA è quindi considerato un agonista FXR 

selettivo.  Studi condotti da Rizzo e collaboratori nel 2006 hanno evidenziato un ruolo 

positivo di FXR nella regolazione dell’adipogenesi. In particolare, l’espressione di FXR 

aumenta quando i preadipociti vengono stimolati con un cocktail di differenziazione 

verso il tessuto adiposo bianco, composto da desametasone, insulina e IBMX (DIM); al 
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contrario l’espressione di FXR non è apprezzabile nei preadipociti indifferenziati. Il 

trattamento con OCA su cellule 3T3-L1 ha indotto in tali cellule la formazione di 

goccioline lipidiche nel citoplasma, non osservabili invece in cellule trattate con DIM ma 

non con OCA. Inoltre, l’attivazione di FXR da parte di OCA induce geni adipocita-specifici 

come C/EBPα, PPARγ2 e FABP4, mentre riduce l’espressione di TNFα, mediatore della 

lipolisi (Wang H. et al., 2009; Rizzo et al., 2010;Wang Y. et al., 2010). Questi dati, 

osservati su linee cellulari, sono stati poi anche confermati “in vivo”, sia su topi wild-type 

sia su topi KO per FXR sottolineando come tale recettore sarebbe coinvolto nella 

adipogenesi inducendo C/EBPα e PPARγ2, e nell’accumulo dei lipidi, agendo su FABP4 e 

TNFα. Questo agonista semisintetico ha dimostrato avere, inoltre, un potente 

effetto anticolestatico e antifibrotico nel fegato proteggendolo da necrosi e 

cirrosi, come osservato in molti modelli murini (Pellicciari et al., 2005). Un effetto 

antifibrotico e antiinfiammatorio è stato anche osservato a livello dei reni e 

dell’intestino (Adorini et al., 2012).  

Sono stati effettuati trial clinici per il trattamento di diverse condizioni epatiche e 

gastrointestinali come la colangite biliare primitiva, la steatoepatite non alcolica, 

l’ipertensione portale e la diarrea da acido biliare. Attualmente la Food and Drug 

Administration (FDA) ha concesso l’approvazione per Ocaliva (acido obeticolico) 

per il trattamento della colangite biliare primaria. In seguito a risultati positivi di 

un trial clinico di fase III (POISE), randomizzato, doppio cieco, controllato con 

placebo, a gruppi paralleli, Ocaliva è stato approvato come farmaco orfano. Infatti il 

trattamento con Ocaliva ha portato ad una riduzione dei livelli di fosfatasi alcalina, 

endpoint primario per la valutazione del beneficio clinico (Press Release - FDA Approves 

Ocaliva for Rare, Chronic Liver Disease; Nevens et al., 2016). Le indicazioni prevedono 

che Ocaliva venga utilizzato, in combinazione con l’acido ursodesossicolico 

(UDCA), in pazienti che non hanno risposto adeguatamente all’UDCA, o da solo 

negli adulti che non tollerano il trattamento con UDCA. Un altro studio di fase II, 

randomizzato, doppio cieco, a gruppi paralleli, controllato con placebo è stato 

condotto somministrando OCA in pazienti affetti da NASH. Il trial Farnesoid X 

Receptor Ligand Obeticholic Acid in Steatohepatitis Treatment (FLINT) è stato 

tuttavia sospeso, poiché pur avendo raggiunto l’endpoint primario, cioè una 

riduzione dello score relativo alla NAFLD di almeno due punti senza 

peggioramento della fibrosi, sono stati riscontrati problemi di sicurezza legati 
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all’aumento dei livelli di colesterolo totale ed LDL in circolo, con una modesta 

riduzione delle HDL, un aumento degli eventi cardiovascolari avversi e la 

presenza di prurito nel 23% dei pazienti (Neuschwander-Tetri et al., 2015). 

Precedentemente, per valutare gli effetti dell’OCA, nel nostro laboratorio, sono 

stati condotti studi utilizzando un modello animale non genomico di sindrome 

metabolica, ottenuto alimentando conigli maschi con una dieta ad alto 

contenuto di grassi. Questi animali sviluppavano tutte le caratteristiche 

fenotipiche della Mets dell’uomo, compresa la steatoepatite non-alcolica 

(Maneschi et al., 2013). In questo modello animale OCA attivava in modo 

selettivo il recettore FXR dimostrando la capacità di revertire molti degli effetti 

causati dalla Mets. In particolare, OCA ha (Maneschi et al., 2013) contrastato 

l’espansione del tessuto adiposo, riducendo l’ipertrofia degli adipociti e 

ripristinando i livelli di ossigenazione del tessuto, migliorato la differenziazione 

degli adipociti verso un fenotipo metabolicamente sano, sottolineato dalla 

riacquisizione della capacità di formare goccioline lipidiche più piccole e 

numerose, in associazione all’inibizione di proteine del complesso SNARE (SYNT5 

e SNAP23), migliorato l’assorbimento del glucosio a livello periferico, 

ripristinando il normale funzionamento del signaling dell’insulina con up-

regolazione dell’espressione di GLUT4, RhoA, ROCK1 e ROCK2, ridotto la steatosi 

e l’infiammazione a livello epatico. 

 

 

Fig. 6 OCA o acido obeticolico 
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Un agonista selettivo di TGR5 è l’acido 6a-etil-23(S) -metil-3a, 7a, 12a-triidrossi-

5b-colan-24-oico (INT-777), (Pellicciari et al., 2009, 2012; Gioiello et al., 2012). La 

sua potenza agonistica (EC50) è 50 volte superiore quella dell’acido colico 

(Pellicciari et al., 2009), e la sua efficacia nel trattamento di diabete (Thomas et 

al., 2009) e aterosclerosi è stata dimostrata in diversi modelli animali (Pols et 

al.,2011). L'indicazione principale per lo sviluppo di agonisti selettivi di TGR5 è stato il 

trattamento dell'obesità, per sfruttare l'effetto del recettore nella regolazione della 

spesa dell'energia. In particolare, l’INT-777 agendo sul proprio recettore: 

- stimola la secrezione di GLP-1 nei topi quando somministrato per via 

orale (30 mg / kg) dopo una prova di glucosio (Thomas et al., 2009); 

- aumenta il dispendio energetico e riduce steatosi epatica e adiposità nei 

topi con obesità indotta da dieta (Thomas et al., 2009); 

- stimola la secrezione di insulina nelle cellule β pancreatiche (Kumar et al. 

2012); 

- riduce l'infiammazione, inibendo il fattore trascrizionale pro-

infiammatorio Nf-kB e riducendo di conseguenza il processo di 

aterosclerosi nei topi (Pols et al., 2011). 

 

Fig. 7 Acido 6a-etil-23(S) -metil-3a, 7a, 12a-triidrossi-5b-colan-24-oico o INT-777 

Recentemente è stato sintetizzato un doppio agonista FXR/TGR5, l’acido 6a-etil-

3a, 7a-diidrossi-24-nor-5b-cholan23-solfato (INT-767) (Rizzo et al., 2010). Tale 

molecola farmacologica è 3 volte più potente dell’agonista selettivo per FXR 

(OCA) (Rizzo et al., 2010). Gli adipociti rappresentano un buon modello di studio 
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dell’integrazione tra la segnalazione endocrina e il metabolismo energetico 

(Halberg et al., 2008). In uno studio preliminare, Rizzo e collaboratori hanno 

osservato che l’INT-767 migliora la differenziazione di preadipociti della linea 

3T3-L1, in modo FXR dipendente (Rizzo et al., 2010). In linea con la sua duplice 

attività, l’INT-767 induce l’assorbimento dei lipidi attraverso un meccanismo FXR-

dipendente e promuove la secrezione di GLP1 tramite un meccanismo 

dipendente da TGR5 (Rizzo et al., 2010). Sempre questo studio ha dimostrato che 

INT-767 è in grado di ridurre significativamente i livelli sierici di colesterolo e 

trigliceridi sia in un modello genomico di diabete di tipo 2 (topi db/db), sia in un 

modello di diabete di tipo 1 indotto da streptozootocina (DBA/2J) (Rizzo et al., 

2010).  

 

Fig. 8 Acido 6a-etil-3a, 7a-diidrossi-24-nor-5b-cholan23-solfato o INT-767 
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2. Scopo della tesi 

Come abbiamo già detto, la sindrome metabolica (Mets) è l’insieme di alterazioni 

multipli fattori di rischio che inducono un aumento del rischio di incidenza di 

malattie cardio vascolari, metaboliche e steatosi epatica. La disfunzione del 

tessuto adiposo rappresenta la principale anomalia patogenetica che si sviluppa 

in un soggetto obeso, e sembra essere il principale meccanismo alla base dello 

sviluppo di comorbidità metaboliche e cardiovascolari. Obesità viscerale e 

insulino-resistenza svolgono un ruolo centrale nella Mets. Infatti, gli adipociti 

gravemente disfunzionanti, perdendo la capacità di rispondere all’insulina, 

diventano incapaci di sostenere l’aumento dell’apporto energetico. Ciò causa 

ipertrofia e iperplasia del tessuto adiposo che inizia a rilasciare in circolo 

citochine infiammatorie che vanno ad alterare la funzionalità degli organi 

periferici come il fegato promuovendo NAFLD/NASH. Considerando il ruolo 

chiave che gli acidi biliari hanno nel controllo del metabolismo glicidico e lipidico, 

interagendo con i loro recettori, FXR e TGR5, lo scopo del presente studio è stato 

quello di indagare l'effetto di un doppio agonista FXR/TGR5, INT-767, sulle 

alterazioni a livello epatico, sui parametri metabolici e sulle disfunzioni di 

adipociti isolati da tessuto adiposo viscerale. Il presente lavoro è stato intrapreso 

utilizzando un modello animale di Mets precedentemente sviluppato nel nostro 

laboratorio. Questo modello prevede un trattamento per 12 settimane di conigli 

maschi alimentati con una dieta ricca di grassi (HFD) (Filippi et al., 2009; 

Comeglio et al., 2014; Morelli et al., 2013). Nel presente studio, un primo gruppo 

di conigli HFD è stato trattato con OCA, agonista selettivo FXR, un secondo 

gruppo di conigli HFD è stato trattato con INT-777, agonista selettivo TGR5, e un 

terzo gruppo di conigli HFD è stato trattato con INT-767. Effetti benefici dell’INT-

777 (agonista TGR5) e dell’OCA (agonista FXR) sono stati già dimostrati in modelli 

sperimentali di Mets (Thomaset al. 2009, Maneschi et al. 2013, Vignozzi et al. 

2014). Pertanto, in questo studio abbiamo deciso di utilizzare entrambi i 

trattamenti così da poter discriminare se eventuali effetti indotti da INT-767 

fossero mediati prevalentemente da FXR e TGR5. 
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3. MATERIALI E METODI 

3.1 Modello animale 

Conigli maschi di razza albina ceppo New Zaland (Charles River, Calco, Lecco, 

Italia), aventi un’età di 16 settimane al momento dell’inizio del trattamento e 

peso paragonabile, sono stati stabulati in gabbie all’interno di stanze le cui 

condizioni di temperatura e umidità erano controllate, con un ciclo giorno/notte 

di 12h. Dopo una settimana di alimentazione con una dieta standard, i conigli 

sono stati divisi in modo casuale in due gruppi: non trattati e alimentati con una 

dieta regolare (RD, n=20) o trattati e alimentati con una dieta ad alto contenuti di 

grassi (HFD, n=21), costituita da 0,5 % di colesterolo e 4 % di olio d’arachidi 

(Azadoi et al., 1991; Najibi et al., 1994). La dieta ad alto contenuto di grassi per 

conigli è stata acquistata dalla ditta Mucedola (Settimo Milanese; Milano; Italia). 

Sottogruppi di conigli HFD sono stati trattati per 12 settimane (5 

giorni/settimana) tramite gavaggio orale con: 1) OCA, l’agonista selettivo di FXR 

(10 mg/kg al giorno, n=9); 2) INT-777, agonista selettivo di TGR5 (30 mg/kg al 

giorno, n=6), o 3) INT-767 agonista duale di FXR/TGR5 (3 mg/kg al giorno, n=8). 

La dose di OCA utilizzata è stata selezionata sulla base di analisi di efficienza e 

farmacocinetica nei roditori (Rizzo et al. 2010) ed è stata già utilizzata in uno 

studio precedente (Maneschi et al. 2013). Allo stesso modo, la dose di INT-777 è 

documentata in molti studi sperimentali (Pellicciari et al. 2009, Thomas et al. 

2009, Maneschi et al. 2013). Sebbene alcuni lavori su modello murino riportano 

una dose di INT-767 di 30 mg/Kg/die (Pathak et al. 2017, Wang X.X. et al. 2017) la 

dose utilizzata è stata tre volte più bassa di quella usata per l’OCA, considerando 

la sua potenza circa tre volte più alta nell’attivazione di FXR (Rizzo et al. 2010). 

Tutti i composti sono stati forniti da Intercept Pharmaceuticals Inc. (New York, 

NY, USA). Prima del sacrificio è stata misurata la pressione arteriosa media (MAP) 

inserendo un catetere di polietilene nella vena femorale, dopo sedazione con 

pentobarbitale sodico (45mg/kg). Inoltre, prima del sacrificio, è stato effettuato 

un test di tolleranza al glucosio (OGTT). La notte prima del sacrificio i conigli 

vengono mantenuti a digiuno e il giorno successivo, poco prima del test, viene 
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somministrato loro una soluzione al 50% di glucosio in dose 1,5 g/kg. Attraverso 

la vena marginale dell’orecchio vengono fatti dei prelievi, prima e dopo 15, 30 e 

120 minuti della somministrazione della soluzione. Il plasma è stato ottenuto da 

questi campioni dopo averli centrifugatati a 3000 rpm per 20 minuti a 4°C e i 

valori di glicemia sono stati rilevati mediante sistema automatizzato ADVIA 2004 

(Siemens Chemistry System; Siemens Science Medical Solution Diagnostic, 

Tarrytown, NY). Questo studio è stato effettuato in accordo al D.L. 116/92, che 

regolamenta queste procedure e dopo approvazione da parte del Comitato di 

Studi dell’Università di Firenze e dell’Istituto di Cura degli Animali. Dopo il 

sacrificio, fegato, intestino tenue e grasso viscerale sono stati prelevati dai diversi 

gruppi sperimentali per eseguire i successivi saggi sperimentali. Campioni di 

sangue sono stati prelevati dalla vena marginale dell’orecchio alla dodicesima 

settimana. Il sangue è stato immediatamente centrifugato a 3000 rpm per 20 

min, e il plasma raccolto è stato riposto a -20° C fino al momento dell’analisi. I 

livelli di colesterolo totale, trigliceridi e transaminasi (AST e ALT), sono stati 

analizzati in ogni gruppo sperimentale, utilizzando il sistema automatizzato 

menzionato prima.  

3.2 Analisi istomorfometrica e determinazione dell’ipossia nel VAT  

La localizzazione immunoistochimica di FXR e TGR5 è stata analizzata su sezioni 

reidratate e deparaffinate, come precedentemente descritto in Vignozzi et al. 

2017. Per determinare il diametro degli adipociti, aree di VAT colorate con 

ematossilina-eosina sono state analizzate come precedentemente descritto 

(Maneschi et al. 2012). Il grado di ossigenazione del tessuto adiposo è stato 

analizzato utilizzando uno specifico kit (Hypoxiprobe-1 Chemicon International, 

CA, USA) che utilizza un farmaco bio-reattivo, il pimonidazolo idroclorito (60 

mg/kg), riconosciuto come marcatore standard della presenza di ipossia in un 

tessuto. Il pimonidazolo è stato iniettato per via intraperitoneale un’ora prima 

del sacrificio. Esso, grazie alla sua natura solubile in acqua, può rapidamente 

distribuirsi in tutti i tessuti del corpo, formando però addotti proteici 

esclusivamente nelle zone ipossiche che hanno una pressione di ossigeno uguale 

o inferiore 10 mmHg. Brevemente, i campioni di VAT, una volta isolati ed 
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immediatamente fissati in formalina al 4%, vengono deidratati ed inclusi in 

paraffina. Le cellule ipossiche sono state successivamente rilevate con l’utilizzo di 

un anticorpo monoclonale (Hypoxyprobe-Mab1), seguendo il protocollo della 

casa produttrice.  

3.3 Analisi istomorfometrica del fegato 

Campioni di fegato sono stati analizzati utilizzando sempre il pimonidazolo 

idroclorito (60 mg/Kg), per misurare il grado di ipossia. Per valutare l’accumulo di 

lipidi, sezioni di fegato congelato sono state tagliate con un criostato e colorate 

con la colorazione Oil-Red-O per 20 min, come precedentemente descritto 

(Maneschi et al. 2013). Il contenuto di collagene è stato valutato utilizzando la 

colorazione Picrosirius Red Assay (Bio-Optica, Milano, Italia). Brevemente, sezioni 

sono state fissate in un buffer con formalina al 10%, imbibite in paraffina, e poi 

sono state tagliate sezioni ad uno spessore 5 µm e colorate seguendo il 

protocollo della casa produttrice (Comeglio et al. 2017). Alcune sezioni di tessuto 

sono state colorate anche con ematossilina eosina come precedentemente 

descritto (Maneschi et al. 2012). Analisi immunoistochimiche per la 

localizzazione del fattore 5 di regolazione dell’interferone (IRF5) sono state 

condotte su sezione reidratate e deparaffinate. Brevemente, sezione 

deparaffinate e reidratate sono state incubate overnight a 4°C con un Ab 

primario monoclonale di topo per IRF5 (1:50 vol/vol; Santa Cruz Biotechnology, 

Santa Cruz, CA); le sezioni sono state poi lavate in PBS e incubate con con un 

anticorpo secondario biotinilato di capra anti-topo (Millipore Corporation, 

Birrerica, MA) e poi con il complesso perossidasi-streptavidina (Lab-Vision, 

Fremont, CA, USA). La reazione prodotta è stata sviluppata con 3,3’-

diaminobenzidina come cromogeno (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Le immagini 

sono state ottenute utilizzando un microscopio Nikon Microphot-FXA (Nikon, 

Tokyo, Japan). 
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3.4 Preparazione di frazioni totali e citosol/membrana per analisi 

western blot  

Campioni di VAT e di fegato dopo essere stati isolati al momento del sacrificio 

sono stati immediatamente congelati in azoto liquido. Le frazioni di membrana 

citosolica sono state preparate utilizzando un kit di estrazione per proteine 

subcellulari ProteoExtract (Calbiochem, EDM Biosciences, La Jolla, CA), in 

accordo con le istruzioni della casa produttrice. Le proteine sono state 

quantificate con il reagente BCA (Pierce, Rockford, IL). Successivamente, è stata 

effettuata l’analisi di western blot utilizzando un anticorpo anti-trasportatore del 

glucosio di tipo 4 (GLUT4, 1:500 vol/vol; Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY, 

USA), un anticorpo anti-membro omologo di ras A (RhoA, 1:500 vol/vol; Santa 

Cruz Biotechnology) e un anticorpo anti-termogenina (UCP1, 1:200 vol/vol; Santa 

Cruz Biotechnology) come da protocollo già descritto (Maneschi et al. 2016). 

L’analisi densitometrica dell’intensità delle bande è stata effettuata utilizzando il 

programma Adobe Photoshop 6.0® software (Adobe System Inc, Agrate Brianza, 

Italia). 

3.5 Isolamento, caratterizzazione e differenziazione dei preadipociti 

di grasso viscerale di coniglio  

I preadipociti di coniglio (rPAD) sono stati isolati da campioni di tessuto adiposo 

viscerale e caratterizzati come precedentemente descritto (Maneschi et al. 

2016). La capacità adipogenica differenziativa è stata analizzata in colture di 

rPAD lasciate differenziare per 10 gg in terreno DMEM addizionato con siero 

bovino fetale (FBS) al 5%. La differenziazione degli adipociti rPAD, due giorni 

dopo la confluenza (tempo 0), è stata indotta esponendo le cellule ad un cocktail 

differenziativo (DIM) contenente 5 mg/mL di insulina, 1 mM di desametasone 

(Sigma-Aldrich) e 0.5 mM 3-isobutilmetilxantina (IBMX; Sigma-Aldrich) in terreno 

DMEM strippato con siero al 5% per 8 gg (Student et al. 1980, Maneschi et al. 

2016). L’up-take di glucosio nelle cellule DIM-rPAD, stimolate o no per 10 gg con 

INT-767 1 µM, è stato effettuato come precedentemente descritto (Maneschi et 

al.2012). 
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3.6 Microscopia elettronica e a fluorescenza  

Preadipociti trattati e non, isolati dai vari gruppi sperimentali, sono stati piastrati 

in piastre di 35 mm di diametro (Ibidi, Munich, Germania) per 10 gg e poi 

colorate con una sonda, MitoTracker Green (200 nM, Invitrogen, Carlsband,CA), 

da solo o in combinazione con diidroetidio 10 µM (DHE; Life Technologies, 

Carlsbad, California, USA) o AdipoRed Assay (Cambrex BioScience, Walkersville, 

MD, USA), come precedentemente descritto (Maneschi et al. 2016). Per l’analisi 

morfometrica dei mitocondri, sono state considerate le regioni di interesse nella 

periferia delle cellule, dove i mitocondri erano più isolati, e la lunghezza degli 

stessi facilmente misurabile. Sono stati registrati time lapses di 3 min con 10 sec 

di intevallo. La fluorescenza del DHE è stata utilizzata per misurare la produzione 

di radicale superossido in rPAD non trattati. La produzione dei radicali del 

superossido è stata quantificata usando Fiji ImageJ software (Schindelin et al. 

2012) misurando il cambio dell’intensità di fluorescenza nei nuclei di cellule rPAD 

durante l’acquisizione delle immagini, come precedentemente descritto 

(Maneschi et al. 2016). Per analizzare l’accumulo dei lipidi intracellulari 

qualitativamente, le cellule sono state lavate in PBS, fissate in un buffer di 

formalina al 10% per 30 min a temperatura ambiente, e successivamente 

colorate con AdipoRed (Cambrex BioScience) (seguendo il protocollo della casa 

produttrice) e DAPI (1µg/mL; Roche) a temperatura ambiente per 10 min 

aggiungendo poi un reagente anti-dissolvenza Prolong Gold (Life Technologies). 

Le immagini sono state acquisite con un microscopio Leica DM6000 fornito di 

camera DFC350FX, usando un obiettivo 10x/0.3na HC PL Fluator e filtri per 

AdipoRed e DAPI, rispettivamente, L5/A4 Leica. Le cellule positive all’AdipoRed, 

identificate come quelle con goccioline lipidiche chiaramente visibili, e il numero 

delle cellule totali (numero di nuclei) sono state contate. I risultati sono stati 

mostrati come percentuale di cellule positive all’AdipoRed. Per l’analisi delle 

goccioline lipidiche, immagini sono state campionate catturando con Z-stack in 

accordo con il criterio. Le immagini sono state prima convertite utilizzando 

Huygens Professional Software (Scintific Volume Imaging, Hilversum, Olanda), 
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l’algoritmo Classic Maximun Likelihood Estimation e una teorica Point Spread 

Function. Le immagini convertite sono state poi quantitativamente analizzate 

usando il Software Volocity 5 (Perkin-Elmer, Foster City, CA) per misurare il 

volume e il numero delle gocce lipidiche.  

Il microscopio elettronico è stato usato per analizzare le cellule rPAD non trattate 

per 10 gg con terreno DMEM con 5% FBS. Al termine dei 10 gg le cellule sono 

state centrifugate a 1100 rpm per 5 minuti e il pellet ottenuto è stato fissato con 

il buffer di Karnowsky e 1% di tetrossido di osmio e imbibite in Epon 812 (EMS, 

Hatfield, PA). La superficie dei mitocondri e delle creste mitocondriali interne è 

stata misurata, dopo aver ottenuto sezioni ultrasottili, con iTEM image analysis 

software (EMSIS, Muenster, Germania), come precedentemente descritto 

(Maneschi et al. 2016). La localizzazione immunocitochimica di UCP1 è stata 

studiata su colture di preadipociti rPAD isolati da conigli HFD, trattati o no con 

INT-767 1 µM (o con una dose equimolare dell’agonista selettivo di TGR5 o FXR, 

rispettivamente INT-777 o OCA) per 10 gg. Le cellule sono state poi fissate con 

paraformaldeide al 2% in PBS per 10 min a temperatura ambiente, e in seguito 

sono state permeabilizzate con 0.1% Triton X-100 in PBS per 10 min e bloccate 

con 1% BSA in PBS. Per l’immunolocalizzazione è stato utilizzato un anticorpo 

policlonale di capra anti-UCP1 (1:50 vol/vol, Santa Cruz Biotecnology), seguito da 

anticorpo secondario IgG di asino anti-capra, coniugato con Alexa Flour 488 (H+L) 

(1:200 vol/vol, Molecular Probe, Eugene, Oregon). La specificità dell’anticorpo è 

stata verificata omettendo lo stesso anticorpo primario su alcuni vetrini. La 

percentuale di cellule UCP1-positive è stata calcolata selezionando le cellule 

colorate in 10 campi per vetrino in tre differenti esperimenti e normalizzando sul 

totale delle cellule (utilizzando la colorazione con DAPI).  
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3.7 Consumo di ossigeno e analisi dell’ATP intracellulare  

La quantificazione del consumo di ossigeno nei preadipociti rPAD isolati da ogni 

gruppo sperimentale è stata effettuata tramite il sistema Oxygraph (Hansatech 

Instruments, Pentney, Regno Unito), come precedentemente detto (Rapizzi et al. 

2015). Brevemente, le cellule (alla densità di 7.5x104) sono state caricate in una 

camerina, al cui interno vi erano 300 µL di DMEM con glutammina 2 mM e sodio 

succinato 20 mM. Il consumo di ossigeno è stato monitorato per 5 min a 37°C. I 

livelli di ATP sono stati misurati usando il saggio di vitalità cellulare luminescente 

CellTiter-Glo (Promega Corporation, Medison, WI). Questo saggio è stato 

eseguito in accordo alle procedure della casa produttrice. Brevemente, le cellule 

rPAD isolate da ogni gruppo sperimentale sono state piastrate in piastre da 96-

pozzetti (2x104 cell/pozzetto) e coltivate in terreno di crescita completo. Per 

valutare l’effetto della differenziazione spontanea, le cellule sono state stimolate 

per 10 gg con terreno DMEM addizionato con FBS al 5% in presenza o meno di 

INT-767 1 µM, e poi incubate con 125 µL di reagente CellTiter-Glo. Le colture 

erano agitate a 300 rpm per 5 min e poi incubate a temperatura ambiente per 25 

min per stabilizzare il segnale di luminescenza. La luminescenza è stata poi 

misurata usando il VICTOR3 1420 multilabel Counter (Packard Instruments, 

Perkin-Elmer, Foster City, CA) e normalizzando sul numero di cellule. 

3.8 Esperimenti con rPAD in vitro  

Le cellule rPAD sono state piastrate (8x104 cellule/pozzetto) e fatte crescere in 

terreno di crescita completo fino ad arrivare a confluenza, poi sono state 

stimolate per 10 gg in terreno DMEM addizionato con FBS al 5%, a cui è stato 

aggiunto l’INT-767 1 µM o una dose equimolare di uno dei due agonisti selettivi 

per TGR5 o FXR (INT-777 o OCA). Successivamente, per meglio indagare il ruolo 

dell’attivazione di TGR5, le rPAD sono state stimolate per 18h con INT-767 (1 

µM), da solo o con inibitore della proteina chinasi A, permeabile alle cellule (PKI, 

10 µM; Merck, New York) o forskolina (10µM; Sigma-Aldrich), un attivatore 

diretto dell’adenilato ciclasi (Insel & Ostrom 2003). 
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3.9 Misurazione della quantità di cAMP intracellulare  

I livelli di cAMP intracellulare sono stati misurati con un kit ELISA competitivo 

seguendo le istruzioni della casa produttrice (Invitrogen). Brevemente, le rPAD 

sono state isolate da tutti i gruppi sperimentali, piastrate ad una concentrazione 

di 5x104 cellule/pozzetto e fatte crescere in terreno DMEM con FBS al 10% fino a 

raggiungere la confluenza ottimale. Successivamente le cellule sono state lavate 

e il terreno di coltura è stato sostituito con un medium privo di siero per 24h. Le 

cellule sono state poi trattate con dosi crescenti (0.3-30 µM) di INT-767 per 1 

min, poi il terreno di coltura è stato rimosso e le cellule sono state lisate con 0.1 

M di HCL, per bloccare l’attività della fosfodiesterasi endogena, e dopo 

centrifugazione, il sopranatante è stato direttamente analizzato con il saggio. 

3.10 Isolamento, caratterizzazione e analisi siRNA di preadipociti di 

grasso viscerale umano  

Campioni di tessuto adiposo sono stati ottenuti, in seguito al consenso informato 

dei pazienti, da 8 soggetti (maschi obesi, età compresa tra 25 e 65 anni; BM≥40 

kg/m2) sottoposti a chirurgia bariatrica per perdita di peso. Tutti i soggetti affetti 

da neoplasie maligne, infezione, infiammazione cronica o acuta e malattie 

autoimmuni sono stati esclusi. Il protocollo usato nel presente studio è stato 

revisionato e approvato dal Comitato Istituzionale di Revisione dell’ospedale 

dell’Università di Firenze. I preadipociti di grasso viscerale umano (rPAD) sono 

stati isolati e caratterizzati da campioni bioptici di grasso viscerale ottenuti dalla 

chirurgia bariatrica come precedentemente descritto (Zuk et al. 2001, Baglioni et 

al. 2009). Una popolazione di cellule confluenti e omogenee, simili a fibroblasti, 

sono state ottenute dopo 2-3 settimane. Solo le cellule dei primi passaggi 

cellulari sono state utilizzate per gli esperimenti, e ogni esperimento è stato 

ripetuto almeno tre volte. L’analisi immunofenotipica delle colture cellulari rPAD 

è stata eseguita usando anticorpi monoclonali FITC-, PE-, APC-coniugati (mAbs) 

per CD14, CD31, CD34, CD44, CD45, CD73, CD90, CD105, CD166 e il complesso di 

immmunoistocompatibilità di classe I e classe II (HLA-I e HLA-DR), e il loro 

rispettivo isotipo di controllo mAbs (BD Biosciences, Mountain View, CA, USA), 
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come precedentemente descritto (Krampera et al. 2003). L’analisi in 

citofluorimetria dei markers di superficie sulle cellule hPADs isolate dai diversi 

pazienti mostra un profilo immunofenotipico simile (Zannettino et al. 2008), 

caratterizzato dalla positività per markers di cellula staminale mesenchimale 

(CD44, CD73, CD90, CD105, CD166). Tuttavia, sono risultate negative per i 

markers endoteliale (CD31), ematopoietico (CD34 e CD45) e monocitario (CD14). 

3.11 Estrazione dell’mRNA, quantificazione tramite real-time PCR e 

analisi siRNA  

L’RNA è stato isolato dal tessuto e dalle cellule, la sintesi del cDNA e l’analisi 

quantitativa real-time PCR è stata eseguita come precedentemente descritto 

(Comeglio et al. 2017). I primer specifici per i geni target nel coniglio sono stati 

disegnati su sequenze disponibili su NCBI GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) o Ensamble Genome (http://www.ensemble.org) 

e sono stati prodotti da Life Technologies. In particolare, la sequenza di FGF19 

nel coniglio (ENSOCUT00000003867.3) è stata usata come templato. FGF15 e 

FGF19 sono proteine ortologhe con funzione simile, il primo descritto nel topo e 

il secondo nel coniglio (Shang et al. 2014). La subunità ribosomiale del 18S è stata 

usata come gene di riferimento per la relativa quantizzazione dei geni target sulla 

base del metodo comparativo del ciclo soglia (Ct) 2-∆∆Ct (Livak & Schmittgen 

2001). Le sequenze per il siRNA di TGR5 (GPBAR1 ON-TARGETplus SMARTpool) 

ed FXR (NR1H4 ON-TARGETplus SMARTpool), per il controllo positivo (ON-

TARGETplus GAPD Control SMARTpool) e negativo (ON-TARGETplus NON-

Targeting Pool) sono state acquistate presso Dharmacon (Lafayette, CO, USA). Le 

cellule sono state trattate con OCA, INT-767 e INT-777 (1 µM) per 72h. la 

trasfezione è stata eseguita su cellule hPAD non confluenti per 72h con 25 nM di 

siRNA con DharmaFECT come reagente trasfettante (Dharmacon) in terreno 

DMEM-F12, secondo il protocollo. L’efficienza di knockdown è stata misurata con 

qRT-PCR (GAPH, FXR e TGR5). L’espressione dell’mRNA messaggero di geni target 

è stata eseguita come già citato. 

  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ensemble.org/
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3.12 Analisi Statistica  

I risultati sono espressi come media±S.E.M. Per la lunghezza dei mitocondri è 

riportato il valore della mediana con il minimo e il massimo valore. L’analisi 

statistica è stata eseguita con il test one-way ANOVA seguito dall’analisi post hoc 

Mann-Whitney per valutare le differenze tra i gruppi, con un P<0.05 come 

significativo. L’analisi statistica è stata eseguita con il software SPSS 25.0 (SPSS 

Inc., Chicago, IL). Il valore della concentrazione (EC50) per ottenere la metà della 

risposta massimale e il valore dell’effetto massimo (Emax) sono stati calcolati 

usando il programma ALLFIT (DeLean et al., 1978). 
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4. RISULTATI 

4.1 Espressione di FXR e TGR5 nei tessuti di coniglio  

L’espressione dell’mRNA di FXR e TGR5 è stata analizzata in un ampio pannello di 

tessuti di coniglio (Fig. 9). I dati sono espressi come aumento relativo (fold-

change) rispetto all’espressione dell’mRNA nella prostata, arbitrariamente scelto 

come tessuto di riferimento poiché l’espressione di entrambi i recettori risulta 

molto bassa. Sono stati rilevati alti livelli di espressione di FXR nell’intestino, 

seguito dal fegato. Paragonato all’intestino, l’espressione di FXR mostra nel VAT 

un livello due unità logaritmiche più basse (Fig. 9A). L’espressione di TGR5 

mostra livelli relativamente più omogenei nei vari tessuti (Fig. 9B), con l’intestino 

che mostra altissimi livelli di espressione, mentre prostata e muscolo scheletrico 

mostrano i livelli più bassi.  

La dieta HFD per 12 settimane ha mostrato di aumentare significativamente 

l’espressione dell’mRNA sia di FXR che di TGR5 nel fegato, confrontato con gli 

animali alimentati con una dieta standard (RD) (p<0,001; Fig. 9C e D, 

rispettivamente). Non è stata osservata nessuna differenza nell’espressione dei 

recettori in altri tessuti analizzati (Fig. 9C e D). 
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Fig.9 Espressione di FXR e TGR5 nei tessuti di coniglio. L’espressione dell’mRNA di FXR (A) e TGR5 (B) è stata analizzata 

mediante RT-PCR in un pannello di tessuti di coniglio isolati dal gruppo RD. Il confronto dell’espressione dell’mRNA di FXR 

e TGR5 nei tessuti target di conigli RD e HFD è riportato rispettivamente nei pannelli C e D. I dati sono calcolati con il 

metodo comparativo 2-ΔΔCt, utilizzando l’espressione della subunità del 18S ribosomiale come gene di riferimento per la 

normalizzazione. I risultati sono espressi come fold-change dell'espressione dell’mRNA e riportati come media ± s.e.m. 

L'analisi statistica è stata eseguita utilizzando i test di Mann-Whitney (* P <0.05 vs RD). 

 

4.2 Effetti metabolici benefici del trattamento con INT-767 nel 

modello di Mets indotto da HFD  

Per testare “in vivo” gli effetti dell’INT-767 sul metabolismo del glucosio e dei 

lipidi, conigli HFD sono stati trattati con INT-767. I risultati ottenuti sono stati 

confrontati con quelli ottenuti da un gruppo di animali RD aventi età e peso 

paragonabile, e due altri gruppi di animali HFD trattati con OCA e INT-777. Il peso 

totale degli animali non ha mostrato nessuna differenza significativa tra i vari 

gruppi (Tabella 1).  

La tendenza alla riduzione del peso corporeo osservata negli animali HFD, 

confrontati con gli animali RD, riflette la ridotta resistenza fisica, misurata come 
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la distanza percorsa sul treadmill (RD: 241,11 ± 107,29 m/sessione di corsa; HFD: 

116,36 ± 64,27 m/sessione di corsa; p<0,01, n=9 per ogni gruppo). Al contrario, 

tutti gli agonisti mostrano una riduzione significativa della massa del VAT rispetto 

agli animali HFD, anche quando i valori vengono espressi come percentuale 

rispetto al peso corporeo (Fig. 10A e Tabella 1). La dieta HFD induce un aumento 

significativo delle transaminasi rispetto agli animali di controllo RD (Tabella 1). 

Entrambe le transaminasi, invece, mostrano una tendenza alla riduzione in tutti i 

gruppi di trattamento rispetto al gruppo HFD, sebbene non si raggiunga la 

significatività statistica (Tabella 1). Tuttavia, tutti i trattamenti hanno mostrato 

ridurre la ALT, riportandole ad un livello non significativamente differente 

rispetto ai controlli RD (Tabella 1). Inoltre, INT-767 e OCA, ma non INT-777, 

migliorano significativamente altri parametri della Mets, come iperglicemia (Fig. 

10B), intolleranza al glucosio (Fig. 10C) e ipercolesterolemia (Fig. 10D). Al 

contrario, l’aumento della MAP e dei livelli di trigliceridi indotti dalla dieta HFD, 

non subiscono variazioni significative con nessuno dei trattamenti (Fig. 10E e F).  

 
Tabella 1. Parametri metabolici e biochimici nei diversi gruppi sperimentali di coniglio. I dati sono espressi come media 

±s.e.m. I dati riportati in grassetto sono quelli che risultano significativamente differenti tra i gruppi all'analisi ANOVA (p 

<0,001). Per questi parametri è stata quindi eseguita l'analisi di Mann-Whitney (° p <0,05, °° p <0,01, °°° p <0,001 vs RD; * 

p <0,001 vs HFD). 

 

 

 
RD HFD HFD + OCA HFD + INT-767 HFD + INT-777 

Body weight (g) 

Week 12 
3700.58±48.23 3683.63±54.30 3570.42±98.91 3389.50±145.07 3443.60±166.86 

VAT (g) 

Week 12 
29.44±1.67 43.00±1.70 °°° 17.00±2.53 °°° * 23.71±3.97 * 17.88±4.07 ° * 

AST (U/l) 

Week 12 
30.56±1.27 91.33±15.08 °°° 67.21±8.98 °°° 61.83±5.83 °°° 62.40±6.24 °° 

ALT (U/l) 

Week 12 
32.50±1.54 55.09±3.25 °°° 41.79±5.53 46.75±6.50 38.80±7.96 
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Fig. 10 Effetti metabolici dei trattamenti con OCA, INT-767 e INT-777 in un modello di Mets indotto da HFD. I parametri 

metabolici analizzati alla fine del trattamento (12 settimane) sono riportati come media ± s.e.m. per il VAT (A), la glicemia 

(B), l’OGTT (C), il colesterolo (D), la MAP (E) e i trigliceridi (F). Sono riportati anche i valori Kruskal-Wallis (P segnalati 

all'esterno dei pannelli) o Mann-Whitney (P di HFD vs RD e HFD vs trattamenti all'interno dei pannelli). AUC, area 

incrementale sotto la curva del livello di glucosio nel sangue durante il test orale di tolleranza al glucosio (OGTT); MAP, 

pressione arteriosa media; VAT, tessuto adiposo viscerale. 
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4.3 INT-767 agisce come agonista duale FXR/TGR5 nel fegato, nel 

VAT e nell’intestino  

Inizialmente è stato valutato il potenziale dell’agonista INT-767 su TGR5 ed FXR 

sui tessuti che esprimono alti livelli dei recettori degli acidi biliari (BAR), 

confrontati al rispettivo agonista selettivo. Nel fegato, i geni dipendenti da FXR, 

incluso SHP, la pompa di esportazione dei sali biliari (BSEP) e i due recettori 

epatici di FGF19 (recettore del fattore di crescita dei fbroblasti 4, FGFR4; Klothoβ, 

KLB) – erano tutti up-regolati da INT-767, che ha mostrato anche ridurre 

l’espressione dell’mRNA di CYP7A1 (Fig. 11A). Questo effetto è stato anche 

osservato in conigli trattati con OCA (Fig. 11A). Al contrario, INT-777 non ha 

modulato significativamente alcuno dei geni dipendente da FXR testati (Fig. 11A). 

INT-767 ha mostrato anche stimolare l’espressione epatica di geni a valle di 

TGR5, come il fattore di scambio attivato direttamente dal cAMP 1 (EPAC1) e PKA 

(Fig. 11A). Un effetto simile è stato osservato anche in conigli trattati con INT-777 

(Fig. 11A).  

Nel VAT, l’INT-767 induce l’espressione di geni relativi al signaling di FXR (SHP) e 

al pathway TGR5 (la proteina 1 di legame reattivo agli elementi cAMP, CREB1; 

ciclina D1, CCND1). Questi effetti sono anche mimati dai trattamenti con OCA e 

INT-777 (Fig. 11B). Infine, nell’intestino tenue, INT-767 induce significativamente 

l’espressione dell’mRNA di SHP, così come FGF19 (Fig. 11C). Questo effetto è 

stato mimato dall’agonista FXR, OCA, ma non da INT-777. INT-767 e INT-777 

inducono un aumento dell’espressione dell’mRNA della proteina convertasi 1 

(PCSK1) dipendente da TGR5. Un aumento di PCSK1 è stato osservato in animali 

trattati con OCA. 
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Fig. 11 Effetti dei trattamenti con OCA, INT-767 e INT-777 sull'espressione dell’mRNA dei geni correlati a FXR e TGR5 nel 

fegato (A), grasso viscerale (B) e intestino tenue (C) di coniglio. I dati sono calcolati con il metodo del confronto 2-ΔΔCt, 

utilizzando la subunità dell’RNA ribosomiale 18S come gene di riferimento per normalizzare e sono riportati come fold-

change dell'espressione dell’mRNA rispetto a quella nei conigli HFD. L'analisi statistica è stata eseguita utilizzando il test di 

Mann-Whitney (* P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001 vs HFD). 
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4.4 Il trattamento in vivo con INT-767 contrasta il rimodellamento 

del VAT indotto dalla dieta HFD  

L’analisi immunoistochimica ha mostrato una positività nucleare per FXR sia negli 

adipociti che nelle cellule endoteliali che rivestono i vasi sanguigni (Fig. 12, 

pannello a e b). Allo stesso modo, la positività per TGR5 è stata osservata nelle 

membrane degli adipociti e delle cellule stromali (Fig 12, pannello c e d).  

 

 

Fig. 12 Valutazione immunoistochimica delle proteine FXR e TGR5 in campioni di VAT derivate da conigli di controllo RD. I 

pannelli A e B mostrano la localizzazione di FXR nel nucleo degli adipociti (frecce) e delle cellule endoteliali dei vasi 

sanguigni (asterischi). I pannelli C e D mostrano la localizzazione di TGR5 nelle membrane degli adipociti (frecce) e delle 

cellule stromali (asterischi) (scala=100μm). 

 

Considerando l’alto livello di espressione dell’mRNA di entrambi i recettori TGR5 

e FXR nel VAT (Fig. 9A e B), e la capacità dell’INT-767 di ridurre la massa del VAT 

(Fig. 10A), è stato prima indagato l’effetto dell’INT-767 nel contrastare le 

alterazioni del VAT indotte dalla dieta HFD. Negli animali HFD, l’analisi 

istomorfometrica dei campioni di VAT ha mostrato un aumento della misura 

degli adipociti (Fig. 13A) e una riduzione dell’ossigenazione tissutale (Fig. 13B; 

entrambe p<0,0001 vs. RD). La localizzazione intracellulare del trasportatore del 

glucosio GLUT4 e della piccola proteina legante GTP, RhoA, coinvolti entrambi 
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nel segnale dell’insulina, è stata valutata tramite analisi di western blot (Fig. 13C 

e D, rispettivamente). Campioni di VAT prelevati da animali HFD hanno mostrato 

una riduzione della traslocazione di GLUT4 a membrana (Fig. 13C; P<0,05) e un 

aumento della traslocazione di RhoA a membrana (Fig. 5D; p<0,0001). Entrambe 

le alterazioni sono normalizzate dal trattamento con INT-767 (Fig. 13C e D). 

Interessante è che il trattamento con INT-767 induce anche un aumento 

significativo dell’espressione di UCP1, se comparato con HFD (Fig. 13E).  

 

 
 

Fig. 13 Effetti del trattamento con INT-767 sulla dimensione degli adipociti, sull'ipossia, sulla traslocazione a membrana di 

GLUT4, RhoA e UCP1 in sezioni di VAT isolate da conigli RD, HFD e HFD+INT-767. Il pannello A mostra l'analisi 

istomorfometrica del diametro degli adipociti (μm) nei diversi gruppi sperimentali (n=3/gruppo) con colorazione 

ematossilina-eosina (scala= 100μm). Il pannello B mostra la colorazione immunoistochimica degli addotti di Hypoxyprobe 

in sezioni di VAT rivelati nelle cellule ipossiche (PO2 <10 mmHg) utilizzando l’anticorpo monoclonale hypoxyprobe-1-MAb 

(barra della scala= 100μm). La densità ottica dei conigli RD è stata presa come 100% nell'analisi quantitativa 

dell'immagine assistita da computer eseguita in tre esperimenti indipendenti per ciascun gruppo. Pannello C mostra gli 

immunoblots rappresentativi degli anticorpi primari anti-GLUT4 e anti-STAT1 su estratti proteici di membrana (m) e 

citosol (c) di VAT. I grafici a barre mostrano l'analisi della densità ottica del rapporto membrana/citosol di GLUT4 (n= 

3/gruppo). I dati sono espresso come percentuale dei valori rispetto ai conigli RD. Il pannello D mostra gli immunoblots 

rappresentativi degli anticorpi primari anti-RhoA e anti-actina su estratti proteici di membrana (m) e citosol (c) di VAT. I 

grafici a barre mostrano l'analisi della densità ottica del rapporto membrana/citosol di RhoA (n= 3/gruppo). I dati sono 

espressi come percentuale dei valori rispetto ai conigli RD. Il pannello E mostra gli immunoblots rappresentativi degli 

anticorpi primari anti-UCP1 e anti-STAT1 su estratti proteici di VAT. I grafici a barre mostrano le analisi della densità ottica 

di UCP1 (n= 3/gruppo). I dati sono espressi come percentuale dei valori rispetto ai conigli RD (° P <0,05,°° P <0,001, °°° P 

<0,0001 vs RD; * P <0,01, ** P <0,001, *** P <0,0001 vs HFD). 
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Le analisi Kruskal-Wallis e Mann-Whitney dimostrano come INT-767 aumenti 

significativamente l’espressione dell’mRNA di geni relativi alla sopravvivenza 

cellulare nel VAT [B-cell lymphoma 2, (BCL2)], al pathway del cGMP [protein 

chinasi G, (PKG)], all’adipogenesi bruna (attivatore della morte cellulare CIDE-A, 

CIDEA; LIM homeobox 8, LHX8), alla mitocondriogenesi (fattore nucleare 

respiratorio 1, NRF1; PGC1A; fattore trascrizionale mitocondriale A, TFAM), al 

signaling dell’insulina (proteina a 6 domini transmembrana della prostata 2, 

STAMP2), al metabolismo lipidico (recettore alpha attivato dai perosisomi 

proliferatori, PPARA) e al complesso coinvolto nella formazione delle goccioline 

lipidiche (perilipina 1, PLIN1; sintassina-5, STX5; proteina di membrana associata 

alle vescicole 4, VAMP4) (Fig. 14A). Inoltre, il trattamento con INT-767 riduce nel 

fegato l’espressione di geni pro-infiammatori (interleuchina 6, IL6; fattore di 

necrosi tumorale alpha, TNFA) e induce fortemente la regolazione di geni 

antiinfiammatori (forkhead box P3, FOXP3; interleuchina 10 IL10) (Fig. 14B). 
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Fig. 14 Il trattamento con INT-767 modula l'espressione dell’mRNA dei geni bersaglio nel grasso viscerale (A) e nel fegato 

(B e C) di coniglio. I dati sono calcolati con il metodo comparativo 2-ΔΔCt, utilizzando la subunità 18S dell’RNA ribosomiale 

come gene di riferimento per la normalizzazione e sono riportati come fold-change d’espressione dell’mRNA rispetto ai 

conigli RD. L'analisi statistica è stata eseguita utilizzando il Test di Kruskal-Wallis e Mann-Whitney (° P <0,05, °° P <0,01, °°° 

P <0,001vs RD; * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001 vs HFD). Panel D mostra gli immunoblots rappresentativi degli 

anticorpi primari anti-GLUT4 e anti-STAT1 su estratti proteici di membrana (m) e citosolici (c) di fegato. I grafici a barre 

mostrano le analisi della densità ottica del rapporto membrana/citosol di GLUT4 (n= 3 / gruppo). I dati sono espressi 

come percentuale dei valori rispetto ai conigli RD (° P <0,01 vs RD; * P <0,05 vs HFD). 

 

4.5 Il trattamento in vivo con INT-767 induce l’espressione di geni 

coinvolti nell’adipogenesi bruna e nella biogenesi mitocondriale nei 

preadipociti 

Considerando l’effetto dell’INT-767 sui geni relativi all’adipogenesi bruna, alla 

mitocondriogenesi e al signaling dell’insulina, è stata esaminata la 

differenziazione spontanea degli rPAD isolati dai differenti gruppi sperimentali 

dopo 10 giorni di coltura (Fig.15). Paragonati ai preadipociti ottenuti da conigli 

RD, la dieta HFD riduce significativamente l’espressione dell’mRNA dei markers 

dell’adipogenesi bruna (proteina morfogenetica dell’osso 4, BMP4; proteina 
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homeobox Hox-9, HOXC9; LHX8; proteina transmembrana 26, TMEM26), delle 

proteine di pro-fissione dei mitocondri (proteina di fissione mitocondriale 1, FIS1) 

e del segnale della guanosina monofosfato ciclica (cGMP) (guanilil ciclasi solubile 

beta-1, GCSB1) (Fig. 15A e B). Al contrario, la proteina 4 di legame gli acidi grassi 

(FABP4), marker di adipogenesi bianca, è significativamente aumentata (p<0,05; 

Fig. 15A). Il trattamento dei conigli HFD con INT-767 induce l’espressione 

dell’mRNA di molti geni coinvolti nell’adipogenesi bruna (BMP4, CIDEA, HOXC9, 

LHX8, TMEM26), nella biogenesi mitocondriale (NRF1, TFAM), della catena 

respiratoria mitocondriale (NADH deidrogenasi beta subcomplesso 3, NDUFB3; 

NADH deidrogenasi beta subcomplesso 5, NDUFB5; subunità ferro-zolfo 

succinato deidrogenasi, SDHB; proteina 12 carrier mitocondrale legante il calcio 

della famiglia 25, SLC25A12), delle proteine di pro-fissione dei mitocondri (FIS1) e 

del segnale del cGMP (guanilil ciclasi solubile alpha-1, GCSA1; GCSB1; PKG1) (Fig. 

15A e B). Viceversa, se confrontati con HFD, i marker di adipogenesi bianca 

(FABP4; recettore gamma attivato dai proliferatori dei perossisomi, PPARG) sono 

significativamente ridotti con il trattamento “in vivo” con INT-767 (Fig. 15A). I 

geni relativi al segnale di TGR5 (PKA; EPAC1; CCND1; elemento modulatore 

responsivo al cAMP, CREM; CREB1; DIO2) sono significativamente aumentati dal 

trattamento con INT-767, mentre l’espressione di SHP dipendente da FXR non è 

influenzata (Fig. 15C). 
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Fig. 15 Il trattamento “in vivo” con INT-767 migliora l'espressione dei geni coinvolti nell’adipogenesi bruna e nella 

biogenesi mitocondriale nei preadipociti. rPAD sono stati analizzati dopo 10 giorni di differenziazione spontanea. Il 

pannello A riporta l'espressione dell’mRNA di geni coinvolti nel browning e nell’adipogenesi bianca. Il pannello B mostra 

l'espressione dell’mRNA dei geni coinvolti nella biogenesi mitocondriale e nella via di segnalazione NO/cGMP. Il pannello 

C mostra l'espressione dell’mRNA dei geni dipendenti da FXR e TGR5. I dati sono calcolati con il metodo comparativo 2-

ΔΔCt, utilizzando la subunità dell’RNA ribosomiale 18S come gene di riferimento per la normalizzazione e sono espressi 

come fold-change rispetto alle cellule isolate da conigli RD (media ± s.e.m.), i dati sono ottenuti da almeno tre 

esperimenti indipendenti. L'analisi statistica è stata eseguita utilizzando il test statistico Mann-Whitney (° P <0,05, °° P 

<0,01, °°° P <0,001 vs RD; * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001 vs HFD). 
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4.6 Il trattamento “in vivo” con INT-767 migliora la funzione 

mitocondriale e preserva la loro ultrastruttura nei preadipociti 

Per indagare i meccanismi alla base del rimodellamento del VAT indotto dall’ INT-

767, sono stati studiati i suoi effetti sulla funzionalità mitocondriale nei 

preadipociti rPAD usando il MitoTracker, una sonda fluorescente che entra nei 

mitocondri, accumulandosi all’interno dei mitocondri attivi (Fig. 16). Le cellule 

con forma simile sono state scelte e grazie all’utilizzo di un microscopio in time-

lapse è stato possibile analizzare il dinamismo mitocondriale (eventi di fissione-

fusione) (Fig. 16A e B). La misura computerizzata della lunghezza dei mitocondri 

nelle cellule rPAD è riportata in Fig. 16C. Nei preadipociti RD i mitocondri 

mostrano forme e lunghezze eterogenee, risultando in una larga distribuzione di 

lunghezze e una lunghezza media di 4,2 µm (1,08 - 10,6 µm) (Fig. 16C). Questi 

mitocondri sono particolarmente dinamici, in continuo movimento e cambiano 

continuamente forma (Fig. 16A, immagini seguenziali di RD in Fig. 16B). Al 

contrario, nelle cellule isolate da animali HFD, i mitocondri sembrano dispersi a 

caso, aggregati, frammentati e quasi immobili (Fig. 16A), con una rete 

mitocondriale meno estesa e una media della lunghezza pari a 2,6 µm (0,9 - 7,8 

µm; p<0,0001 vs RD) (Fig. 16C, immagini sequenziali di HFD in Fig. 16B). E’ da 

notare che la rete mitocondriale nelle cellule rPAD isolate da animali HFD trattati 

con INT-767 è altamente dinamica (Fig. 16A), in un continuo processo di fusione 

e fissione, con rapidi cambi di forma e lunghezza, con una lunghezza media di 3.6 

µm (0.9-11.2 µm; P<0.0001 vs HFD) (Fig. 8C, immagini INT-767 in Fig. 16B).  

E’ stata poi studiata l’ultrastruttura mitocondriale con un microscopio elettronico 

a trasmissione. L’analisi ha ulteriormente evidenziato la disfunzione 

mitocondriale in rPAD ottenuti da animali HFD, con una riduzione significativa 

delle creste, fino alla perdita completa, e l’aumento della densità elettronica 

della matrice (p<0,0001 vs RD; Fig. 16D, E, F e G). Il trattamento con INT-767 

normalizza la riduzione delle creste mitocondriali indotta dalla HFD (P<0.0001 vs 

HFD; Fig. 16G), che risulta ad un livello persino più alto rispetto ai conigli RD 

(P<0.0001; Fig. 16G).  
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Fig. 16 Il trattamento con INT-767 migliora la funzione mitocondriale. Il pannello A mostra la funzione mitocondriale, 

visualizzata mediante incubazione della sonda fluorescente per i mitocondri (MitoTracker) in rPAD isolati da conigli RD, 

HFD e trattati con INT-767. Il panel B mostra immagini rappresentative di time-lapse, di 3 min, di rPAD marcati con 

MitoTracker. La misurazione computerizzata della lunghezza dei mitocondri è riportata nel pannello C. Per l’analisi 

morfometrica della lunghezza mitocondriale, sono stati analizzati i mitocondri nella periferia cellulare utilizzando il 

software ImageJ. Almeno 50 misurazioni dei mitocondriali in almeno dieci cellule/gruppo sono state effettuate per 

determinare la distribuzione della lunghezza mitocondriale (μm). I dati sono stati ottenuti da tre esperimenti 

indipendenti. Le linee all'interno della distribuzione rappresentano i valori della media. Sono riportati i valori 

corrispondenti di P all'interno del pannello. Il trattamento con INT-767 normalizza l’ultrastruttura mitocondriale negli 

rPAD. rPAD sono stati isolati da conigli RD (pannello D), HFD (pannello E) e HFD+INT-767 (pannello F) e analizzati 

mediante microscopia elettronica a trasmissione (TEM). I grafici a barre nel pannello G mostrano il rapporto tra la 

superficie delle creste mitocondriali e la superficie della membrana esterna, le immagini sono state analizzate con 

iTEMsoftware. I dati sono riportati come media ± s.e.m. (°°° P <0,001 vs RD; *** P <0,001 vsHFD). 

 

L’accumulo tempo-dipendente della fluorescenza ottenuto con il DHE è stato 

utilizzato come marker surrogato di produzione di specie reattive dell’ossigeno 
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nei preadipociti (Fig. 17A e B). In funzione del tempo, gli adipociti RD non hanno 

mostrato alcun accumulo della fluorescenza derivata dal DHE (sequenza di 

immagini di 30s, RD, in Fig. 17A). Un aumento tempo-dipendente nella 

generazione del superossido è stato osservato in rPAD di animali HFD (sequenza 

di immagini di 30s, HFD, in Fig. 17A). Il trattamento con INT-767 riduce 

significativamente la produzione di superossido, se paragonato all’HFD (sequenza 

di immagini di 30s, INT-767, in Fig. 17A). La quantificazione del cambio di 

intensità di fluorescenza nel tempo indica che il trattamento “in vivo” con INT-

767 migliora le capacità delle rPAD, riducendo l’accumulo del superossido (Fig. 

17B).  

Per poter monitorare l’attività mitocondriale, è stato valutato il consumo di 

ossigeno e la quantificazione dei livelli intracellulari di ATP come indicatori della 

funzione mitocondriale. Il trattamento con INT-767 “in vivo” aumenta 

significativamente il consumo di ossigeno, rispetto ai gruppi RD e HFD (entrambi 

P<0.001; Fig. 17C), mentre nessuna differenza statisticamente significativa è 

stata osservata tra i gruppi sperimentali RD e HFD. Sono inoltre riportati i risultati 

della quantificazione dei livelli intracellulari di ATP nelle cellule rPAD isolate dai 

vari gruppi sperimentali. Comparati ai preadipociti rPAD di animali RD e HFD, il 

trattamento con l’INT-767 “in vivo” riduce significativamente i livelli di ATP 

intracellulare (entrambi p<0,001; Fig. 17D), mentre non è stata osservata 

nessuna differenza tra i gruppi sperimentali di RD e HFD. 
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Fig. 17 Il trattamento con INT-767 normalizza la produzione di superossido negli rPAD. Il pannello A mostra immagini 

rappresentative in time-lapse di rPAD isolati da conigli RD, HFD e trattati con INT-767. Gli rPAD sono stati colorati con 

10μM di diidroetidio (DHE) e le immagini sono state acquisite per 3 minuti. I grafici a barre mostrano le modifiche 

dell’intensità di fluorescenza misurata nei nuclei delle cellule rPAD durante l’acquisizione delle immagini in time-lapse (B). 

L'intensità è stata misurata nella fase iniziale (Io') e finale (I180') dell’acquisizione delle immagini. Il relativo cambiamento 

dell'intensità di fluorescenza nel tempo è stata calcolata in ogni cellula come ∆𝐼 = (𝐼180′−𝐼0′)∗100 𝐼0′ , dove I0’ e I180’ sono 

rispettivamente le misure della fluorescenza integrata misurata all’inizio ed alla fine dell’acquisizione delle immagini; ° 

p<0,001 vs RD; * p<0,001 vs HFD. Il pannello C mostra il consumo di ossigeno in rPAD isolati da RD, HFD e HFD+INT-767 

dopo 10 giorni di differenziazione spontanea. È stato misurato grazie all’utilizzo del sistema Oxygraph. Il grafico a barre 

mostra il rapporto del consumo di ossigeno normalizzato per ml di volume cellulare. I dati sono riportati come media ± 

s.e.m. di almeno tre esperimenti indipendenti (° P <0,005 vs RD; * P <0,005 vs HFD). La quantificazione dei livelli 

intracellulari di ATP è stata misurata in rPAD isolati da ciascun gruppo sperimentale dopo differenziazione spontanea ed è 

mostrata nel pannello D. La luminescenza è stata normalizzata rispetto al numero di celle totali. I dati sono riportati in 

RLU per cella come media ± s.e.m. di almeno tre esperimenti indipendenti (° P <0,005 vs RD; * P <0,005 vs HFD). 
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4.7 INT-767 aumenta la differenziazione adipocitaria, la formazione 

delle goccioline lipidiche e la sensibilità all’insulina nei preadipociti 

indotti con DIM  

Come precedentemente osservato (Maneschi et al., 2013), anche in questo 

lavoro è stato dimostrato (Fig. 18A e C) che gli rPAD isolati dall'HFD mostrano 

una percentuale ridotta di positività all’AdipoRed dopo esposizione al DIM, 

rispetto a RD. Tuttavia, è interessante notare come, il trattamento con INT-767 

“in vivo” induca un aumento significativo delle cellule AdipoRed-positive, sia 

rispetto a quelle isolate da animali HFD che quelle isolate da animali RD (Fig. 18A 

e C). Il contenuto di gocce lipidiche intracellulari è stato analizzato mediante 

microscopia confocale in rPADs trattati con DIM isolati dai diversi gruppi 

sperimentali (Fig. 18B). Le goccioline lipidiche nelle rPAD degli HFD hanno un 

volume aumentato rispetto agli RD (p<0,001; Fig. 18D). INT-767 somministrato 

“in vivo”, normalizza il rimodellamento delle goccioline lipidiche, riducendone il 

loro volume (p<0,0001; Fig. 18D) e ne aumenta il numero (p<0,05; Fig. 18E) 

rispetto a quanto osservato nelle rPAD isolati da conigli HFD. Il trattamento “in 

vivo” con INT-767 migliora inoltre anche l’assunzione del 3H-2-desossi-D-glucosio 

indotto da insulina (Fig. 18F). Nelle rPAD, isolate da tutti i gruppi sperimentali e 

indotte con DIM, l’insulina aumenta, in modo dose-dipendente, l’assunzione del 

3H-2-desossi-D-glucosio, con valori di EC50 simili (EC50 condivisa = 1,6 ± 0,6 nM), 

ma con effetto massimale (EMAX) differente (Fig. 18F). Nelle rPAD di conigli HFD, 

l’Emax dell’insulina è significativamente ridotta rispetto alle rPAD di RD (HFD = 

114,2 ± 5,8%, RD = 180,1 ± 9,5%, p=0,002; Fig. 18F). Il trattamento “in vivo” con 

INT-767 normalizza la capacità delle rPAD di rispondere all'aumento delle 

concentrazioni di insulina (Emax: INT-767=174,9 ± 9,1%, p=0,027 vs HFD e p=0,49 

vs RD; Fig. 18F). E’ stato studiato anche l'effetto del trattamento “in vitro” con 

INT-767 (1 μM per 10 giorni) sull'up-take, insulina-dipendente, di 3H-2-desossi-D-

glucosio nelle rPAD indotte da DIM isolate da conigli HFD. Il trattamento “in vitro” 

con INT-767 aumenta significativamente l’Emax dell’insulina (176,1 ± 27,5%) 

rispetto alle cellule HFD non trattate (134,0 ± 12,7%, P=0,028; Fig. 18G). 
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Fig. 18 Il trattamento con INT-767 normalizza la differenziazione adipocitaria, il rimodellamento delle goccioline lipidiche 

e la sensibilità all'insulina negli rPAD indotti da DIM. Immagini di rPAD isolati da conigli RD, HFD e HFD+INT-767 3mg sono 

stati analizzati con un microscopio Leica DM6000 (ingrandimento 10 ×) per studiare la differenziazione adipogenica 

(pannello A; barra di scala = 10μm). rPAD di animali RD, HFD e HFD+INT-767 3 mg sono stati analizzati mediante 

microscopia confocale (ingrandimento 63 ×) per l'analisi delle goccioline lipidiche in cellule rPAD colorate con AdipoRed 

(pannello B; barra di scala = 10μm). Le cellule AdipoRed-positive sono state contate in almeno quattro campi per ogni 

vetrino ed espresse come percentuale delle cellule totali in tre esperimenti indipendenti (C). Le immagini di microscopia 

confocale sono state analizzate quantitativamente usando Volocity 5 software per misurare il volume (μm3; pannello D) e 

il numero (pannello E) di goccioline lipidiche all'interno di singole cellule. Sono state analizzate almeno otto cellule per 

gruppo. I risultati sono riportati come media ± s.e.m. (° P <0,001 vs RD; * P <0,05, ** P <0,001, *** P <0,0001 vs HFD). Il 

pannello F riporta l'effetto del trattamento con INT-767, “in vivo”, in rPAD indotti da DIM, sulla captazione indotta da 

insulina di 3H-2-desossi-d-glucosio, dopo esposizione a concentrazioni crescenti di insulina. I risultati sono espressi in 

percentuale rispetto al basale (senza insulina) e sono riportati come media ± s.e.m. di quattro diversi esperimenti, 

ciascuno eseguito in duplicato e utilizzando un diverso campione cellulare per gruppo. I valori relativi di EC50 ed Emax sono 

riportati nel testo (° P <0,01, °° P <0,001 HFD vs RD; * P <0,05, ** P <0,001 HFD + INT-7673 mg vs HFD). Il pannello G 

mostra le curve dose-risposta dell'assorbimento di 3H-glucosio radioattivo negli rPAD trattati con DIM dopo l'esposizione 

all'aumento delle concentrazioni di insulina. I risultati sono espressi come percentuale rispetto al basale e sono riportati 

come media ± s.e.m. di quattro diversi esperimenti, ciascuno eseguito in duplicato e utilizzando un diverso campione 

cellulare per gruppo. I valori relativi EC50 ed Emax sono riportati nel testo (* P <0.05 vs HFD). 
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4.8 INT-767 agisce direttamente sulla differenziazione delle rPAD 

attraverso l’attivazione di TGR5 

Per studiare se gli effetti negli adipociti del trattamento con INT-767 fossero 

mediati da FXR o da TGR5, sono stati eseguiti una serie di esperimenti “in vitro” 

sulle rPAD. INT-767 aumenta in modo dose-dipendente (0,3-30 μM) la 

produzione di cAMP nelle rPAD di HFD (Fig. 19A). E’ stato esaminato l'effetto 

della stimolazione, per 10 giorni, con 1 μM di INT-767 in rPAD di animali HFD, 

rispetto a una dose equimolare di INT-777 o OCA sui geni relativi al pathway di 

FXR e TGR5. Attraverso RT-PCR, è stato evidenziato che INT-767 upregola in 

modo significativo i geni legati al pathway di TGR5, tra cui CCND1, CREB1, DIO2, 

EPAC1 e PKA, raggiungendo livelli simili a quelli osservati dal trattamento con 

INT-777 (Figura 19B). INT-767 aumenta l'espressione dell’mRNA di TGR5 e SHP, 

sebbene quest'ultimo non raggiunga significatività statistica (Figura 19B). OCA 

aumenta significativamente l'espressione dell’mRNA di PKA e TGR5 (Figura 19B). 

Inoltre, diversi geni relativi alla biogenesi e funzionalità mitocondriale (FIS1; 

mitofusina 1, MFN1; mitofusina 2, MFN2; NDUFB3; NRF1) e alla differenziazione 

bruna (LHX8) risultano indotti da INT-767 (Fig. 19C). La maggior parte di questi 

geni è anche upregolata da INT-777 ma non da OCA (Figura 19C). Inoltre, i 

trattamenti “in vitro” con OCA e INT-767 aumentano significativamente 

l'espressione dell’mRNA di GLUT4, STAMP2 e del substrato del recettore 

dell'insulina 1 (IRS1) nelle rPAD di conigli HFD, mentre INT-777 ha mostrato un 

effetto meno significativo su questi marcatori di signaling dell'insulina (Fig. 19C). 

Per confermare ulteriormente il ruolo dell'attivazione di TGR5 da parte di INT-

767 sulle rPAD, INT-767 è stato testato il suo effetto “in vitro” con o senza 

l’inibitore della protein chinasi permeabile alle cellule (PKI 14-22 amide, 

miristoilato, 1 μM) e comparato a quello della forskolina (10 μM). Il co-

trattamento di INT-767 e PKI aumenta significativamente tutti gli effetti indotti 

da INT-767 sui geni relativi alla segnalazione TGR5 (CREB1; DIO2; PKA) e sui geni 

della funzionalità mitocondriale (FIS1; MFN1; MFN2; NDUFB3; NRF1) (Fig. 19D). 

La forskolina, usata controllo positivo, mima l'effetto di INT-767 sugli effettori a 

valle di TGR5 (Fig. 19D). L’espressione di UCP1 nelle rPAD di HFD (Fig. 19E, F, G e 
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H) è stata analizzata con il microscopio a fluorescenza dopo trattamento “in 

vitro” con INT-767 alla dose 1 μM o con una dose equimolare di OCA o INT-777. Il 

trattamento con INT-767 ha promosso in modo significativo l’adipogenesi bruna, 

espressa come percentuale di cellule UCP1-positive sulla totalità delle cellule, 

rispetto agli rPAD non trattati (p<0,001; Fig. 19I). Allo stesso modo, anche, il 

trattamento “in vitro” con INT-777 ha determinato un significativo aumento di 

UCP1, mentre il trattamento con OCA non ha raggiunto la significatività statistica 

(Fig. 19I). In accordo a questi dati, il trattamento con INT-767 “in vitro” (1 μM) ha 

determinato un aumento significativo del consumo di ossigeno, rispetto alle 

rPAD HFD non trattate (HFD: 30,83 ± 3,15 nmol O2/mL; HFD+INT-767 1 μM: 69,44 

± 14,74 nmol O2/mL; P <0,05), così come una riduzione della formazione di ATP 

(HFD: 13,89±0,92 unità di luce relativa (RLU)/numero di cellule; HFD+INT-767 1 

μM: 9,34 ± 0,59 RLU/numero di cellule; p<0,005). 
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Fig. 19 INT-767 agisce direttamente sulla differenziazione degli rPAD agendo tramite TGR5. Il pannello A mostra l'effetto 

del trattamento “in vitro” con INT-767 sulla produzione di cAMP intracellulare nelle cellule rPAD isolate dal gruppo 

sperimentale HFD. La concentrazione basale di cAMP nelle cellule non trattate e mantenute solo in un terreno privo di 

siero sono state utilizzate come controllo (NT). I dati sono espressi come pmol di cAMP per mg di proteine totali e 

riportate come media ± s.e.m. di tre esperimenti indipendenti (* P <0,05, ** P <0,01 vs NT). Pannello B riporta l’effetto “in 

vitro” sull'espressione dell’mRNA di geni correlati a TGR5 dopo la stimolazione per 10 giorni con OCA (1μM), INT-

767(1μM) o INT-777 (1μM) di rPAD di conigli HFD. I dati sono calcolati con il metodo comparativo 2-ΔΔCt, utilizzando la 

subunità dell’RNA ribosomiale 18S come gene di riferimento per la normalizzazione e sono riportati come fold-change 

rispetto all’espressione dell’mRNA in cellule non trattate. Il pannello C mostra gli effetti “in vitro” sull’espressione 

dell'mRNA dei geni correlati ai mitocondri dopo stimolazione per 10 giorni di rPAD HFD con OCA(1μM), INT-767 (1μM) o 

INT-777 (1μM). Pannello D mostra gli effetti “in vitro” sugli rPAD di conigli HFD dopo stimolazione per 18 ore con INT-767 

(1μM) in presenza o assenza dello specifico inibitore della PKA ad alta affinità, PKI (10μM). La forskolina (10μM) è stato 

usato come controllo positivo (° P <0,05, °° P <0,01, °°° P <0,001 vs non trattato; * P <0,05, ** P <0,01 vs INT-767 1μM). 

Pannelli E, F, G, H e I mostrano l'effetto dei trattamenti con OCA, INT-767 e INT-777 per 10 giorni sull'espressione di UCP1 

in rPAD. Le immagini di rPAD di conigli HFD non trattati (E) e trattati con OCA (F), INT-767 (G) e INT-777 (H), sono 

mostrate a scopo dimostrativo. Il panello I mostra la percentuale di cellule positive a UCP1 misurata contando le cellule 

colorate in dieci campi per vetrino in tre diversi esperimenti e normalizzato sul totale delle cellule (DAPI colorato) (° P 

<0,001vs non trattato; scala = 50μm). 
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4.9 siRNA nelle cellule rPAD 

Cellule hPAD isolate da campioni di VAT, prelevati da pazienti obesi sottoposti a 

chirurgia bariatrica, che rappresentano la controparte umana del gruppo di 

conigli HFD, sono state utilizzate per effettuare il siRNA di FXR e TGR5. L’analisi 

del controllo positivo (GAPDH) e del controllo negativo dei geni target (FXR e 

TGR5) ha dimostrato che la procedura sperimentale era funzionale (Fig. 20A, B e 

C). Per rilevare il silenziamento specifico dei recettori, sono stati selezionati 

marcatori TGR5-dipendenti dell’attività mitocondriale (FIS1), dell’adipogenesi 

bruna (recettore adrenergico beta-3, ADRB3) e del segnale dell’insulina FXR-

dipendente (IRS1). L'espressione dell’mRNA di FIS1 e di ADRB3, up-regolata dal 

trattamento con INT-767 e INT-777 “in vitro”, è stata significativamente ridotta 

dal silenziamento di TGR5, mentre il trattamento con OCA e il silenziamento di 

FXR non sembrano modulare l'espressione di questi geni (Fig. 20D e E). 

Analogamente, l'espressione di IRS1 è up-regolata dal trattamento “in vitro” con 

OCA e con INT-767 e significativamente ridotta dal silenziamento di FXR. Di 

conseguenza, l'espressione del gene IRS1 non ha mostrato essere downregolata 

né dal trattamento con INT-777 né dal silenziamento di TGR5 (Fig. 20F). 
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Fig. 20 Il pannello A mostra l’espressione relativa dell'mRNA di GAPDH in cellule di controllo (non trattate), di controllo 

positivo (PC; Silenziamento GAPDH), di controllo negativo (NC, pool non target) e dopo incubazione con transfettante 

senza siRNA, con siRNA di TGR5 e con siRNA di FXR in hPAD non trattati (NT) o trattati (OCA, INT-767, INT-777). Pannelli B 

e C mostrano, rispettivamente, l'espressione relativa dell'mRNA di TGR5 e FXR. I pannelli D, E ed F mostrano l'espressione 

relativa dell'mRNA di FIS1, ADRB3 e IRS1, rispettivamente, in cellule di controllo (non trattate) e dopo incubazione con 

transfettante senza siRNA, con siRNA di TGR5 e con siRNA di FXR in hPAD non trattate (NT) o trattate (OCA, INT-767, INT-

777). Gli esperimenti sono stati eseguiti in triplice copia usando quattro diversi campioni di hPAD. I dati sono calcolati con 

il metodo comparativo 2-ΔΔCt, utilizzando la subunità dell’RNA ribosomiale 18S come gene di riferimento per la 

normalizzazione. I risultati sono espressi in fold-change rispetto alle cellule di controllo (non trattati) e sono riportati 

come media ± s.e.m. su scala aritmetica. §P <0,001 vs Controllo; P <0.05 vs NT (FXR siRNA); * P <0,05, ** P <0,01, *** P 

<0,001 vs NT (transfettante); ° P <0,05, °°° P <0,001vs OCA (transfettante); ^ P <0,05, ^^ P <0,01, ^^^ P <0,001 vs INT-

767(Transfectant); #P <0,05, ## P <0,01, ### P <0,001 vs INT-777 (transfettante). 
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4.10 Il trattamento con INT-767 inibisce la NASH indotta dalla dieta 

HFD 

Dopo aver osservato che il trattamento con INT-767 migliora le alterazioni 

indotte dalla dieta HFD nel VAT e la funzionalità dei preadipociti disfunzionali, 

compresa l'insulino-resistenza, è stato testato se il trattamento “in vivo” con INT-

767 potesse migliorare la NASH associata a Mets, il segno epatico della resistenza 

all'insulina. Una dieta ricca di grassi ha indotto gravi alterazioni istologiche nel 

fegato (Fig. 21), compresa: ipossia (A), accumulo di grasso (B), deposizione di 

collagene (C) e infiltrazione di cellule mononucleate (D). Inoltre, la dieta HFD 

aumenta l’infiltrato pro-infiammatorio di macrofagi di tipo 1, come dimostrato 

dalla colorazione con il marcatore M1, IRF5 (Fig. 21E). Tutte le alterazioni sono 

significativamente ridotte dal trattamento con INT-767 (Fig. 21A, B, C, D ed E).  
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Fig. 21 Il pannello A mostra la colorazione immunoistochimica di addotti ipossici in sezioni epatiche isolate da conigli RD, 

HFD e HFD+INT-767 (3 mg/kg). La densità ottica misurata negli RD è stata presa come 100% per effettuare l’analisi 

quantitativa dell'immagine computerizzata; sono stati condotti tre esperimenti indipendenti per ogni gruppo di 

trattamento (° P <0,001, °° P <0,0001 vs RD; * P <0,001 vs HFD). Pannello B mostra l'accumulo di lipidi nelle sezioni del 

fegato, come rivelato dalla colorazione Oil Red-O. I dati sono riportati come percentuale rispetto agli RD (° P <0,05, °° P 

<0,01 vs RD; * P <0,05 vs HFD). Il pannello C riporta la colorazione Sirius Red delle sezioni epatiche. In ogni sezione, aree 

positive Picrosirius red sono state misurate in cinque campi a scelta casuali non sovrapposti e sono stati determinati 

escludendo gli artefatti di colorazione. I dati sono espressi in percentuale rispetto agli RD (° P <0,0001 vs RD; * P <0,05 vs 

HFD). Il panello D mostra immagini rappresentative della colorazione con ematossilina/eosina di sezioni epatiche. Le 

frecce indicano infiltrati di cellule mononucleate (CV, vena centro lobolare). Il pannello E mostra la localizzazione 

immunoistochimica di IRF5 (marcatore macrofago M1), la cui positività è quantificata ed espressa come fold-change 

rispetto agli RD (° P <0,01, °° P <0,001 vs RD; * P <0,01 vs HFD). Tutte le immagini sono rappresentative di quelle ottenuti 

da almeno tre conigli per gruppo (barra di scala = 100μM). 
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La dieta HFD ha mostrato effetti marcati sulla trascrizione genica negli omogenati 

di fegato (Fig. 14B), inducendo un significativo aumento di geni pro-infiammatori 

(IL2; IL6; TNF-α) e una diminuzione dell’espressione del cluster di 

differenziazione 206 (CD206), un marcatore macrofagico di tipo 

antiinfiammatorio (macrofagi M2). INT-767 ha ridotto in modo significativo 

l’espressione dell’mRNA di tutti i geni pro-infiammatori sopra menzionati, 

mentre aumenta significativamente quelli anti-infiammatori, tra cui FOXP3 e IL10 

(Fig. 14B). È interessante anche notare come il trattamento con INT-767 aumenti 

notevolmente i livelli circolanti della citochina anti-infiammatoria IL10 (RD: 16,07 

± 2,26 pg/mL; HFD: 12,88 ± 1,60 pg/mL; HFD+INT-767: 32,50 ± 6,01 pg/mL, 

P=0,007 vs HFD). INT-767 ha indotto una significativa riduzione dell'espressione 

epatica dei geni relativi alla sintesi “de novo” degli acidi grassi (acetil-CoA 

carbossilasi 1, ACC1; acido grasso sintasi, FAS), mentre ha aumentato quelli 

correlati all’assorbimento lipidico (recettore scavenger B1, SRB1) e quelli 

correlati all’efflusso (trasportatore di cassette ATP-binding 1, ABCA1), al 

metabolismo (diacilglicerolo O-aciltransferasi 2, DGAT2; PPARA) e alla 

formazione di gocce lipidiche (PLIN1; proteina 23 associata a sinaptosomiale, 

SNAP23; STX5; VAMP4) (Fig. 6B). I marcatori della biogenesi (NRF1; PGC1A; 

PGC1B; TFAM) e funzione mitocondriale (FIS1; MFN1; MFN2; proteina simile alla 

dinamina, OPA1; SDHB; SLC25A12) erano anche significativamente aumentati dal 

trattamento con INT-767. Infine, è stata osservata in conigli trattai con INT-767 

rispetto a quelli HFD una significativa riduzione dell’agente pro-fibrogenico 

derivato dagli epatociti (SNAI2, Fig. 14C). Nel fegato, il trattamento con INT-767 

ha stimolato l’espressione di geni correlati alla segnalazione dell’insulina, tra cui 

IRS1 e STAMP2 (Fig. 14C). L’analisi di western blot ha evidenziato come la 

traslocazione a membrana di GLUT4, significativamente ridotta in animali HFD, 

sia normalizzata dal trattamento con INT-767 (Fig. 14D). 
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5. DISCUSSIONE 

La limitata capacità degli adipociti di immagazzinare e metabolizzare i nutrienti in 

eccesso è un elemento chiave nel determinare l'insulino-resistenza, che porta, in 

ultima istanza, alla deposizione dei lipidi in sedi ectopiche, come il fegato. Conigli 

alimentati con una dieta HFD per 12 settimane presentano un’importante 

riduzione della sensibilità all'insulina, associata ad alterazioni ultrastrutturali e 

delle funzioni dei mitocondri (Maneschi et al., 2016). Sia la morfologia che la 

dinamicità dei mitocondri rappresentano un tipico carattere della funzionalità 

mitocondriale (Liesa & Shirihai 2013). Nei mitocondri sani e dinamici, la 

membrana interna è caratterizzata da abbondanti creste che forniscono una 

maggiore superficie, consentendo una maggiore eliminazione delle specie 

reattive dell'ossigeno (ROS) (Newmeyer & Ferguson-Miller 2003). In questa tesi 

abbiamo descritto come i mitocondri di rPAD derivati da conigli HFD siano 

piccoli, immobili e molto frammentati, con una riduzione della superficie delle 

creste mitocondriali e un aumento della formazione del superossido. Il 

trattamento con INT-767 “in vivo” ha migliorato le alterazioni mitocondriali negli 

rPAD, riducendo il contenuto di superossido e la sintesi di ATP e aumentando il 

consumo di ossigeno. Questi miglioramenti funzionali dei mitocondri sono stati 

associati ad un aumento dell’espressione di UCP1 indotto dall’INT-767.  

Anche il rimodellamento delle goccioline lipidiche è stato nettamente migliorato 

dal trattamento con INT-767 “in vivo”. Le goccioline lipidiche interagiscono 

strettamente con il reticolo endoplasmatico e i mitocondri (Aon et al., 2014) e 

proteggono gli organelli cellulari dalla potenziale lipotossicità degli acidi grassi 

(Nguyen et al., 2017), rappresentando così un meccanismo efficace per 

mantenere bassi i livelli dei ROS, che altrimenti avrebbero effetti detrimentali 

anche sulla sensibilità all’insulina (Kelley et al., 2002, Bach et al. 2003, Toledo et 

al. 2006, Gao et al. 2010, Mason & Watt 2015). In linea con questa visione, la 

somministrazione “in vivo” di INT-767 non solo migliora la funzione 

mitocondriale e la formazione delle goccioline lipidiche, ma normalizzata anche 

la sensibilità all’insulina nei preadipociti.  
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Un risultato interessante di questo studio è che negli rPAD di conigli trattati con 

INT-767 è stimolata l’espressione di geni correlati sia con l'adipogenesi bruna ch 

con la segnalazione del cGMP, un’importante via che può giocare un ruolo 

fondamentale nel rimodellamento degli adipociti verso un fenotipo bruno (Haas 

et al., 2009, Mitschke et al. 2013, Hoffmann et al. 2015, Maneschi et al. 2016). 

Inoltre, è stata osservata un’importante riduzione dei marcatori relativi 

all'adipogenesi bianca e un aumento dei marcatori della biogenesi mitocondriale. 

Questi risultati possono essere giustificati sia da un miglioramento del 

metabolismo generale che da un effetto diretto sugli adipociti da parte del 

trattamento con INT-767 “in vivo”.  

È interessante notare che la fexaramina (Fex), agonista FXR solo a livello 

intestinale, induce la produzione di FGF15 in topi obesi, senza attivare geni target 

di FXR nel fegato (Fang et al., 2015). Fex promuove miglioramenti metabolici 

quali: riduzione dell'aumento ponderale indotto dalla dieta, riduzione del 

processo di gluconeogenesi e dell’infiammazione diffusa, migliorando così la 

termogenesi e la browning del tessuto adiposo bianco (Fang et al 2015). Questi 

risultati suggeriscono anche che l'attivazione di FXR, limitata all'intestino 

potrebbe contribuire al miglioramento generale delle alterazioni metaboliche. È 

interessante notare che è stata evidenziata un’elevata espressione sia di FXR che 

di TGR5 nell'intestino.  

Pertanto, al fine di cercare di chiarire se INT-767 potesse agire direttamente sul 

tessuto adiposo, sono stati effettuati una serie di esperimenti in vitro. 

Preadipociti isolati da animali HFD sono stati trattati con INT-767, per 10 giorni, 

al termine dei quali è stata analizzata l’espressione indotta di UCP1 e il consumo 

di ossigeno, a cui è risultata associata una riduzione della formazione di ATP. 

Questo si può spiegare in quanto l'induzione di UCP1 porta ad un aumento del 

processo di disaccoppiamento della respirazione cellulare dalla fosforilazione, 

determinando così la dissipazione dell’energia sotto forma di calore (Rousset et 

al., 2004). Queste osservazioni sono in linea con il modello attualmente accettato 

secondo cui la regolazione di UCP1 accoppiata alla riduzione della produzione di 

ATP, rappresentano il punto centrale dell'adipogenesi bruna (Klingenspor et 

al.2017, Fromme et al. 2018). Inoltre, nelle cellule trattate con INT-767, è stato 
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osservato anche un aumento significativo dell'espressione dell'mRNA di NRF1. 

NRF1 è considerato come un fattore chiave per la regolazione dell’espressione di 

UCP1 e della funzione termogenica nel BAT (Bartelt et al., 2018). INT-767 ha 

anche mostrato di indurre l’espressione dei geni relativi alla biogenesi e alla 

funzione mitocondriale. In questi esperimenti, l’INT-767 si comporta 

principalmente come un agonista TGR5, attraverso l’attivazione diretta del 

pathway cAMP/PKA. Infatti gli effetti dell’INT-767 sono stati mimati da una 

concentrazione equimolare dell'agonista selettivo TGR5, l’INT-777, e dal diretto 

attivatore della PKA, forskolina, mentre sono stati abrogati dall’inibitore selettivo 

della PKA, PKI. A supporto di tali risultati è stato mostrato nelle rPAD che INT-767 

aumenta la produzione intracellulare di cAMP in maniera dose-dipendente e, 

che, il trattamento sia “in vitro” che “in vivo” con INT-767 induce l’espressione di 

geni TGR5 dipendenti. I risultati sono coerenti con la recente osservazione che un 

altro doppio agonista FXR/TGR5 promuove la trans-differenziazione “in vitro” di 

preadipociti murini 3T3-L1 verso un fenotipo beige, aumentando il cAMP 

intracellulare (Carino et al., 2017). Nel BAT, TGR5 è generalmente implicato 

nell'induzione del dispendio energetico, riducendo nei topi l'obesità e la 

resistenza all’insulina indotta dalla dieta (Watanabe et al., 2006). Il trattamento 

in adipociti bruni umani con l’agonista BA o TGR5 (INT-777) migliora 

significativamente il dispendio energetico e la respirazione mitocondriale 

attraverso un meccanismo dipendente da UCP1 (Broeders et al., 2015).  

I cambiamenti osservati a livello mitocondriale e nelle goccioline lipidiche, 

insieme alla modulazione del profilo dell’espressione genica, indica che INT-767 

potrebbe rimodellare il tessuto adiposo, principalmente attraverso l'attivazione 

di TGR5, inducendo un programma di differenziazione dei preadipociti verso un 

fenotipo bruno, che può portare a mitocondri metabolicamente più sani. In 

omogenati di VAT isolati da animali trattati “in vivo” con INT-767, è stato 

osservato un aumento di UCP1, rispetto ad animali HFD non trattati, inoltre 

l’espressione di diversi geni legati alla mitocondriogenesi, alla proliferazione 

cellulare e la processo di browning risultano aumentati negli omogenati di VAT di 

conigli trattati con INT-767, rispetto a campioni isolati da HFD.  
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Questi effetti erano associati ad una maggiore espressione dell’mRNA di geni 

coinvolti nella formazione delle goccioline lipidiche e di PPARα, un potente 

regolatore della differenziazione, dell’ossidazione degli acidi grassi e 

dell’induzione dell'assorbimento di glucosio indotto dall’insulina (Goto et al., 

2011). Nel VAT, l’INT-767 ha mostrato anche di normalizzare la traslocazione a 

membrana, indotta dalla risposta all’insulina, di GLUT4 (Govers 2014) e RhoA 

(Kanda et al. 2006), aumentando anche l’espressione di STAMP2 (Wellen et al. 

2007). Inoltre, il trattamento “in vitro” di rPAD con INT-767 ha significativamente 

aumentato l'espressione di GLUT4, STAMP2 e IRS1. Questi effetti osservati “in 

vitro” erano mimati da OCA, ma non da INT-777, indicando che l'attivazione di 

FXR principalmente contribuisce a migliorare la segnalazione dell’insulina da 

parte di INT-767. 

 

L'uso di conigli come modelli sperimentali presenta alcune limitazioni. In 

particolare, questo modello non è adatto per studi di knockdown, poiché 

l’inibizione dell’espressione genica è difficile da riprodurre nei conigli (Kawano e 

Honda 2017). In particolare, il silenziamento in vitro di FXR/TGR5, negli rPAD di 

coniglio, non può essere eseguito utilizzando gli strumenti commerciali 

attualmente disponibili per il silenziamento. Un possibile approccio potrebbe 

essere rappresentato dall'uso della tecnologia CRISPR/Cas9, al fine di chiarire 

ulteriormente il contributo specifico di ciascun recettore. In questo lavoro è stato 

deciso di eseguire il silenziamento tramite siRNA di adipociti umani isolati da 

soggetti obesi sottoposti a chirurgia bariatrica, che rappresentano per l’uomo 

l’equivalente degli rPAD di coniglio HFD. È stato osservato che il silenziamento 

dell’espressione dell’mRNA di FXR down-regola l’espressione dell’mRNA di IRS1, 

come indice di sensibilità all'insulina indotta da FXR. Allo stesso modo, il siRNA 

diretto verso TGR5 ha indotto una marcata riduzione di FIS1 e dell’espressione 

dell’mRNA di ADRB3, rispettivamente marcatori di biogenesi mitocondriale e 

adipogenesi bruna.  

Il trattamento “in vivo” di INT-767 nei conigli HFD, previene anche altre 

caratteristiche legate all'insulino-resistenza, come l’ipertrofia e l’ipossia degli 

adipociti. È stato anche osservato che FXR è altamente espresso non solo negli 
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adipociti ma anche nelle cellule endoteliali della rete vascolare del VAT. Un gran 

numero di dati supporta un ruolo di FXR nel processo di rimodellamento 

vascolare, in parte attraverso un effetto sulle cellule endoteliali (He et al., 2006, 

Li et al., 2009, Hageman et al., 2010, Miyazaki-Anzai et al. 2010, Vignozzi et al. 

2017). Perciò, l'attività di INT-767 sul recettore FXR dovrebbe essere indagata, su 

cellule diverse dagli adipociti del VAT, come ad esempio, le cellule endoteliali.  

Nel complesso, i risultati suggeriscono come l’INT-767 eserciti due azioni distinte 

sul VAT, promuovendo, da una parte, il segnale di browning mediato da TGR5 e, 

dall’altra, migliorando la sensibilità all’insulina attraverso FXR. Tuttavia, va 

sottolineato che anche “in vitro” il trattamento con OCA è stato in grado di 

indurre in rPAD l’espressione di TGR5 e del suo effettore a valle, PKA. Allo stesso 

modo, la somministrazione “in vivo” di OCA up-regola non solo l'espressione di 

SHP ma anche l'espressione di TGR5 nel VAT. Recentemente, uno studio ha 

identificato TGR5 come gene bersaglio di FXR, per la presenza dell’elemento 

responsivo per FXR sul promotore di TGR5 (Pathak et al.2017), suggerendo così 

un cross-talk tra la segnalazione di FXR e quella di TGR5.  

È stato osservato come l'attivazione selettiva di FXR, attraverso l’OCA, sia in 

grado di ridurre la massa del VAT, migliorando anche la segnalazione dell'insulina 

negli rPAD. Tuttavia, i dati di questo studio mostrano sui preadipociti un’azione 

più potente di INT-767 rispetto all’ OCA sui preadipociti, non solo nel migliorare 

la sensibilità all'insulina, ma anche promuovendo la differenziazione bruna.  

Inoltre i nostri risultati indicano anche effetti sistemici positivi del trattamento 

con INT-767 nei conigli affetti da Mets. Infatti, alcune caratteristiche della NASH, 

quali l’infiammazione, la steatosi, la fibrosi e l’ipossia, erano notevolmente 

ridotte nei conigli HFD trattati con INT-767. 

La steatosi epatica di per sé può innescare lo sviluppo di insulino-resistenza 

epatica e infiammazione (Petersen& Shulman 2017). INT-767 aumenta la 

traslocazione a membrana di GLUT4, con conseguente up-regolazione 

dell’espressione di IRS1 e STAMP2, migliorando così la steatosi epatica e 

l’insulino resistenza caratteristica della NAFLD (Kim et al., 2015). Questi risultati 

sono in accordo con i risultati precedenti ottenuti in un modello murino di NASH 

(McMahan et al., 2013). In questo studio, INT-767 contrastava l'infiammazione 
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del fegato indotta dall’HFD, attraverso la polarizzazione verso un fenotipo 

macrofagico anti-infiammatorio M2, che promuoveva anche la regressione della 

fibrosi epatica (Krenkel & Tacke 2017, Tacke 2017). Inoltre, il trattamento con 

INT-767 riduce sia la fibrosi epatica che l'espressione di SNAI2, un fattore di 

trascrizione pro-fibrotica (Wynn & Ramalingam 2012).  

Confermando i risultati ottenuti nel VAT, l’analisi dell'espressione dei geni 

correlati a FXR e TGR5 nel fegato indica che INT-767 si comporta come un doppio 

agonista FXR/TGR5; in particolare, INT-767 aumenta l'espressione epatica di geni 

classicamente a valle di TGR5 e FXR, mentre diminuisce l’espressione di CYP7A1. 

Inoltre, il trattamento con INT-767 stimola il segnale di FGF19 dipendente da FXR 

non solo nel fegato, ma anche nell'intestino. È interessante notare che l’INT-767 

migliora anche l'espressione intestinale di PCSK1, un enzima coinvolto nella 

biosintesi di GLP-1 e dipendente da TGR5 (Dhanvantari et al., 2001). Il contributo 

relativo dell'attivazione di FXR e di TGR5 a livello dell'intestino tenue, sul 

miglioramento generale delle alterazioni metaboliche indotte nell’ HFD non può 

essere escluso dai prsenti dati. Saranno necessari ulteriori studi mirati a indagare 

più a fondo le azioni specifiche degli agonisti FXR/TGR5 sulla via di segnalazione 

di FGF19.  

In sintesi, lo studio condotto dimostra che l’INT-767, doppio agonista FXR e 

TGR5, migliora l’insulino-resistenza, l’ipercolesterolemia, la disfunzione del VAT e 

la NASH, proteggendo i conigli dalla Mets indotta da una dieta HFD.  

Gli effetti benefici dell'INT-767 sul VAT sono dovuti, almeno in parte, a un effetto 

diretto sulla differenziazione dei preadipociti. I nostri dati suggeriscono un 

miglioramento del quadro metabolico promosso dall’INT-767 negli rPAD, 

principalmente attraverso un aumento della sensibilità all’insulina dipendente da 

FXR e un miglioramento della funzione mitocondriale e della differenziazione 

bruna dipendente da TGR5. Infatti, l’INT-767, in quanto doppio agonista FXR e 

TGR5, è in grado di indurre effetti benefici relativi a entrambi i singoli recettori. 

Tuttavia, anche altri meccanismi potrebbero cooperare per migliorare il fenotipo 

metabolico. L’attivazione di FXR e TGR5 nel fegato potrebbe, di per sé, spiegare 

gli effetti protettivi contro la NASH, esercitati dal trattamento con INT-767. 

Inoltre, l’effetto dell’INT-767 su FGF19 dipendente da FXR e/o sulla proconvertasi 
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dipendente da TGR5 nell'intestino, supporta la possibilità che uno o entrambi 

questi fattori intestinali possano contribuire al miglioramento del fenotipo 

metabolico. In conclusione, questo studio ha mostrato che l’INT-767 esercita 

effetti pleiotropici notevoli nella Mets, inducendo un miglioramento della 

sensibilità all'insulina, un miglioramento della funzione mitocondriale, 

un’inibizione dello sviluppo della NASH e un miglioramento delle funzioni del 

tessuto adiposo, che porta a differenziazione dei preadipociti verso un fenotipo 

metabolicamente sano.  
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