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1. EFFETTI DEGLI ACIDI GRASSI SUL PANCREAS ENDOCRINO

CELLULE BETA PANCREATICHE

Annalisa Natalicchio

Dipartimento dell’Emergenza e dei Trapianti di Organi, Sezione di Medicina Interna, Endocrinologia, Andrologia e
Malattie Metaboliche, Universita degli Studi di Bari Aldo Moro, Bari, Italia.

Messaggi chiave

e  Gli acidi grassi (FA) esercitano azioni dirette sulla cellula beta pancreatica che dipendono dal tempo
di esposizione, dalla lunghezza della catena e dal grado di saturazione.

e Un’esposizione cronica ad alti livelli di acidi grassi saturi (SFAs) determina disfunzione e morte delle
cellule beta pancreatiche.

e | datiriguardanti I’azione degli acidi grassi mono e polinsaturi (MUFAs e PUFAs) sulle cellule beta
pancreatiche sono ancora controversi.

e L’azione degli FA sulla cellula beta sono mediate prevalentemente da recettori legati a proteine G:
GPcRs (G-Protein-coupled Receptors) e noti anche come FFARs (Free Fatty Acids Receptors).

® | meccanismi di danno lipotossico sono complessi e numerosi, includendo I’ accumulo di ceramide, di
ossido nitrico, lo stress ossidativo, I'ER stress, con il coinvolgimento di proteine come PKCE, JNK,
P38MAPK, P66Shc, SREBP-1C. Tra i meccanismi di danno delle cellule beta pancreatiche indotto dagli
FA vi & la promozione di uno stato di incretino resistenza.

Introduzione

Un aumento cronico dei livelli circolanti di acidi grassi liberi (FFAs) € ormai comunemente
associato al progressivo declino della funzionalita e della massa delle cellule beta pancreatiche,
tipico del diabete mellito di tipo 2 (DM2) (1). Tale fenomeno prende il nome di lipotossicita e non
dipende esclusivamente dal consumo eccessivo di acidi grassi con la dieta, ma anche da
un’aumentata sintesi endogena di lipidi conseguente a un eccesso di glucosio (2). Gli FFAs
inducono numerosi effetti sulle cellule beta: un’esposizione acuta determina un incremento della
secrezione insulinica, al contrario un’esposizione cronica altera la secrezione insulinica glucosio-
stimolata (GSIS), sopprime la sintesi di proinsulina e favorisce I'apoptosi (3). Gli effetti degli

specifici FFAs sulla secrezione insulinica e sulla morte beta-cellulare sono direttamente correlati al



loro grado di saturazione e alla lunghezza della loro catena carboniosa (4). Nello specifico, a
seconda del grado di saturazione, gli acidi grassi introdotti con la dieta possono essere suddivisi in
saturi (SFAs), monoinsaturi (MUFAs) e polinsaturi (PUFAs). Se, da un lato, I'effetto dannoso di un
eccesso di SFAs sulle cellule beta pancreatiche € ormai comunemente riconosciuto, il
comportamento degli acidi grassi insaturi resta ancora controverso. Infatti, sebbene numerosi
studi abbiano dimostrato che gli acidi grassi monoinsaturi siano in grado di prevenire, e in alcuni
casi anche abolire, la lipotossicita indotta dagli SFAs (5), &€ noto che I'esposizione cronica delle
cellule beta ai singoli MUFAs, cosi come accade per gli SFAs, risulta essere dannosa e citotossica (6,
7). Allo stesso modo, anche i dati della letteratura riguardanti gli effetti dei PUFAs sulle cellule beta

sono contrastanti (8, 9).

Acidi grassi e cellule beta pancreatiche: evidenze in vivo

La prima risposta beta-cellulare all’obesita, e quindi a un eccesso di acidi grassi, € un incremento
compensatorio della propria massa funzionale. Studi di autopsie umane hanno rivelato che in
soggetti obesi non diabetici la massa beta-cellulare e di circa il 50% piu grande rispetto ai magri,
mentre nei pazienti con DM2 é ridotta rispetto ai soggetti sani (10). Anche nei modelli murini
riconosciuto che una dieta a elevato contenuto di grassi (HFD) porta a un’iniziale espansione della
massa beta-cellulare (10). Numerosi studi hanno investigato in vivo gli effetti di elevati livelli di
FFAs sulle cellule beta negli uomini, ma i risultati sono contrastanti: un incremento di acidi grassi in
soggetti sani ha determinato, in diversi studi, effetti sia benefici che deleteri sui parametri di
funzionalita e sopravvivenza beta-cellulare, indipendentemente dal fatto che I'esposizione fosse
avvenuta in acuto o in cronico (11). Al contrario, in soggetti diabetici, con una predisposizione al
DM2 o obesi, I'infusione prolungata di lipidi ha determinato un peggioramento della GSIS (11).

Questi dati suggeriscono che un incremento transitorio di FFAs nei soggetti sani non ¢ in grado di



indurre un danno lipotossico a livello beta-cellulare, come invece accade in soggetti obesi e ad alto

rischio di sviluppare diabete.

Danno a carico delle cellule beta pancreatiche indotto dagli acidi grassi: meccanismi molecolari

Gli studi in vitro hanno permesso di identificare numerosi meccanismi molecolari alla base della
disfunzione beta-cellulare indotta dagli acidi grassi (Figura 1). Come prima cosa, gli FFAs sono in
grado di ridurre I'espressione del gene dell’insulina in presenza di alti livelli di glucosio, in parte
attraverso una regolazione negativa del fattore di trascrizione pancreatic-duodenum homeobox-1
(PDX-1) (12). Alti livelli di acidi grassi liberi portano anche all’accumulo di secondi messaggeri come
diacilglicerolo (DAG) e ceramide (5). La ceramide & uno sfingolipide presente in elevate
concentrazioni nelle membrane cellulari che partecipa a una serie di processi come il
differenziamento, la proliferazione e I'apoptosi. Il trattamento di cellule di insulinoma di ratto INS-
1E con analoghi della ceramide riduce la vitalita cellulare (13). DAG e ceramide a loro volta
attivano le chinasi PKC, JNK (c-Jun N terminal kinase) e IKKB (IKB-kinase-B) (14). L’attivazione di
PKC induce la fosforilazione in serina e treonina di IRS-2 impedendo I'attivazione di AKT e
interferendo, di fatto, sulle vie di segnale attivate dall'insulina (15), fondamentali per la
sopravvivenza, la crescita e la proliferazione beta-cellulare (16, 17). Inoltre, il trattamento delle
cellule beta con acido palmitico, I’acido grasso saturo piu abbondante a livello ematico nell’'uomo,
determina la traslocazione di PKC dal citoplasma al nucleo, dove media I'attivazione diretta della
caspasi-3 favorendo il processo apoptotico (18). L'eccesso di FFAs aumenta anche [l'attivita
dell’ossido nitrico sintasi inducibile (iNOS) con un conseguente incremento nella produzione di
ossido nitrico (NO), che gioca un ruolo cruciale nei processi di apoptosi beta-cellulari (19). Un
ulteriore meccanismo di danno indotto dagli FFAs coinvolge lo stress del reticolo endoplasmatico
(ER stress) che & associato all’attivazione dell’unfolded protein response (UPR) e determina un

incremento dei livelli di apoptosi in diversi tipi cellulari, comprese le beta cellule (20). E noto,



infatti, che I'esposizione delle cellule all’acido palmitico induce alterazioni nel folding proteico; le
proteine non ripiegate correttamente si accumulano a livello dell’ER, inducendo I’attivazione della
chinasi elF2, che fosforila e inibisce il fattore di elongazione elF2 e quindi blocca la sintesi proteica,
induce la degradazione delle proteine alterate e favorisce la sintesi di proteine pro-apoptotiche
come BAX, BAK e BAD. In particolare, numerosi studi hanno dimostrato che I'apoptosi beta-
cellulare in risposta agli acidi grassi € accompagnata da una down-regolazione delle proteine anti-
apoptotiche (BCL-2, BCL-XL e BCL-w) (21) e da un’iperespressione della proteina pro-apoptotica
BAX (22); questo squilibrio porta a un’alterazione della permeabilita di membrana mitocondriale
esterna (MPTP), alla fuoriuscita di citocromo c e all’attivazione della cascata delle caspasi, con
conseguente attivazione dell’apoptosi. Lo stress del reticolo endoplasmatico promuove anche
I’attivazione di SREBP-1c (sterol regulatory element binding protein 1), un fattore di trascrizione
implicato nel metabolismo lipidico a livello beta-cellulare. SREBP-1c riduce significativamente la
trascrizione di IRS-2 (23), con conseguente riduzione delle vie di segnale di sopravvivenza mediate
da PI3-K/AKT. Yamashita et al. hanno dimostrato che I'overespressione di SREBP-1c nelle cellule
beta pancreatiche determina un accumulo di TG, un’alterazione della GSIS e un aumento della
sintesi di UCP-2 (mitochondrial uncoupling protein-2) (24), che si traduce in una ridotta efficienza
mitocondriale e di conseguenza nell’attivazione del pathway intrinseco dell’apoptosi. Gli SFAs
favoriscono anche la formazione delle specie reattive dell’ossigeno (ROS) che, quando in eccesso,
oltre che nei mitocondri, vengono ossidate anche nei perossisomi, portando alla formazione di alte
quantita di perossido di idrogeno (H202) che, non essendo eliminate dalle cellule beta in quanto
prive dell’enzima catalasi, determinano apoptosi e disfunzione. E stato dimostrato che in cellule
beta di topo NIT-1 un eccesso di ROS indotto dagli acidi grassi porta all’attivazione dello stress
chinasi JNK e p38 MAPK e del fattore di trascrizione NF-kB, determinando una riduzione

dell’attivazione di AKT e un’aumentata espressione di geni pro-apoptotici (25). L’attivazione di JNK



e p38 MAPK rappresenta un evento chiave nei meccanismi di apoptosi indotti dall’acido palmitico;
infatti, I"utilizzo di inibitori chimici di entrambe le stress chinasi previene in modo evidente il
processo apoptotico (26). Un ruolo importante & svolto da p66°"™, una proteina che funziona come
sensore redox ed e implicata nella produzione di ROS e nell’induzione dell’apoptosi (27). | livelli di
espressione di p66°" sono direttamente associati ai livelli intracellulari di ROS. La ridotta
espressione di p66°™, infatti, determina la riduzione dell’attivita degli enzimi antiossidanti,
I'incremento della NADPH ossidasi e la diminuzione dell’attivita della catena respiratoria
mitocondriale (28). In isole pancreatiche umane e cellule INS-1E, 'acido palmitico & in grado di
indurre un incremento selettivo dell’espressione di p66°™ e della sua fosforilazione in serina 36,
con un conseguente aumento nei livelli di apoptosi (29). Allo stesso modo, I'espressione e I'attivita
di p66°"° sono aumentate in isole pancreatiche isolate da topi nutriti con una dieta ad alto
contenuto di grassi e in isole umane derivanti da soggetti obesi o sovrappeso (29). E stato
dimostrato che I'apoptosi indotta dall’acido palmitico e ridotta in isole pancreatiche derivanti da
topi p66°" /-, e in cellule INS-1E caratterizzate da una riduzione selettiva dell’espressione di p66°"
ottenuta mediante l'utilizzo di un siRNA specifico. Al contrario, l'iperespressione di p66°"°
determina un incremento dell’apoptosi beta-cellulare (29). Inoltre, gli effetti pro-apoptotici della
proteina p66°" dipendono dalla sua fosforilazione in serina 36, in quanto I'iperespressione in
cellule INS-1E di una proteina p66°" mutante, con un’alanina in posizione 36 al posto della serina,
e in grado di prevenirli. Infine, la proteina p53 potrebbe ricoprire un ruolo cruciale in tale
meccanismo, dato che la sua inibizione si & dimostrato essere in grado di prevenire sia
I'incremento di p66°' indotto dall’acido palmitico che I'apoptosi delle cellule beta pancreatiche
(29). Un ulteriore meccanismo responsabile della ridotta massa funzionale beta-cellulare nel DM2
potrebbe essere rappresentato dalla dedifferenziazione delle cellule beta pancreatiche, un

processo caratterizzato da una ridotta espressione dei geni tipici della cellula beta e dalla



concomitante overespressione di geni solitamente poco espressi a livello di tali cellule (30). Il ruolo
degli acidi grassi in tale processo non € ancora del tutto chiaro, tuttavia esistono evidenze che una
dieta ad alto contenuto di grassi € in grado di indurre, oltre che apoptosi, anche

dedifferenziamento beta-cellulare (31, 32).

Ruolo del GPR40 (G-protein coupled receptor-40) nella lipotossicita

Gli FFAs possono agire sulle cellule beta pancreatiche sia legandosi a uno specifico recettore che
diffondendo attraverso la membrana plasmatica. E, infatti, noto che tali cellule possiedono dei
recettori di membrana accoppiati a proteina G, originariamente considerati recettori orfani, capaci
di interagire con gli FFAs e di mediarne I'azione (33). Nell'uomo, questi recettori sono codificati da
geni localizzati sul cromosoma 19 (19q13.1) che specificatamente codificano per tre distinte
isoforme: GPR40, GPR-41 e GPR-43 (34). L'isoforma piu espressa sulle cellule beta pancreatiche ¢ il
GPR40, un recettore con alta affinita per gli acidi grassi a lunga catena (da 10 a 23 atomi di
carbonio), tra cui 'acido palmitico e I'acido oleico (35). Sebbene il GPR40 sia necessario per la
secrezione insulinica mediata in acuto dagli FFAs (35), il suo ruolo nel mediare gli effetti negativi
degli acidi grassi sulle cellule beta pancreatiche € ancora controverso. Nel 2005, Steneberg et al.
(36) hanno dimostrato che topi GPR407" sottoposti a una dieta ad alto contenuto di grassi
mostravano livelli di insulina a digiuno piu bassi, insulino sensibilita periferica aumentata e
migliore tolleranza al glucosio rispetto ai topi wild type. Inoltre, le isole pancreatiche isolate da tali
topi, se stimolate in vitro con acido palmitico per 48 h, mostravano un’aumentata secrezione
insulinica al contrario di quanto osservato nei topi wild type. Questi risultati attribuiscono al
GPR40 un ruolo determinante nel mediare gli effetti dannosi di un’esposizione cronica delle cellule
beta pancreatiche agli acidi grassi liberi, sebbene altri studi (37, 38) abbiano mostrato che topi
GPR407 non sono protetti dalla lipotossicita. Recentemente, & stato dimostrato che I'inibizione

del GPR40 protegge le cellule beta dallo stress del reticolo endoplasmatico e dall’apoptosi indotti



dall’acido palmitico (39). Natalicchio et al. (26) hanno studiato il ruolo del GPR40 come possibile
mediatore degli effetti tossici derivati dall’esposizione cronica delle cellule beta agli SFAs. Nello
specifico, e stato dimostrato che il trattamento di tali cellule con I'analogo del GLP-1, exendin-4,
contrasta gli effetti pro-apoptotici dell’acido palmitico attraverso una riduzione dei livelli di
espressione del GPR40. In aggiunta, I'esposizione cronica delle cellule INS-1E agli agonisti del
GPR40 ha determinato un incremento dei livelli di apoptosi, mentre il knockdown del recettore,
cosi come l'incubazione con suoi antagonisti, ha significativamente ridotto la capacita dell’acido
palmitico di indurre la fosforilazione di JNK e p38 MPAK e quindi di favorire I'apoptosi beta-

cellulare.

Incretino-resistenza delle cellule beta pancreatiche indotta dagli acidi grassi

GLP-1 e GIP sono i principali ormoni incretinici rilasciati dalle cellule enteroendocrine in risposta
all'ingestione di nutrienti. Tra i loro numerosi effetti a livello sistemico, uno dei piu studiati e la
loro capacita di potenziare la GSIS (effetto incretinico). Negli ultimi anni, € stato dimostrato che
I'obesita e in grado di ridurre I'effetto incretinico a livello beta-cellulare, in particolare la risposta
al GLP-1 (40). Inoltre, elevati livelli di SFAs riducono significativamente gli effetti del GLP-1 in
cellule INS-1E e in isole pancreatiche murine (41). E noto che I'acido palmitico & in grado di
influenzare negativamente 'azione del GLP-1 e dei suoi analoghi sulle cellule beta pancreatiche,
riducendo PDX-1 e di conseguenza 'espressione genica e proteica e il signalling del GLP-1R, in
maniera dipendente dall’attivazione di SREBP-1c (42). Questi dati suggeriscono che un eccesso di
lipidi potrebbe modulare la responsivita beta-cellulare al GLP-1, proponendo l'incretino-resistenza

come ulteriore meccanismo di danno beta-cellulare indotto dagli acidi grassi.

Conclusioni



In conclusione, &€ ampiamente noto che il diabete di tipo 2 & caratterizzato da un progressivo
declino della massa e della funzione beta-cellulare e che una delle cause principali di tale
deterioramento e la condizione definita “lipotossicita” , rappresentata da una cronica esposizione
delle cellule beta pancreatiche a elevati livelli di acidi grassi liberi. Pertanto, la conoscenza degli
specifici meccanismi molecolari responsabili di lipotossicita beta-cellulare rappresenta un
fondamentale obiettivo della ricerca sperimentale, alla luce di recenti scoperte che hanno
evidenziato come gli interventi farmacologici possono migliorare i danni beta-cellulari in vitro,

suggerendo che la progressione verso la malattia diabetica potrebbe essere reversibile.
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Figura 1. Meccanismi molecolari alla base del danno lipotossicito indotto dal palmitato nella
cellula beta pancreatica. Una dieta a elevato contenuto di grassi e I'obesita viscerale determinano
un aumento della concentrazione ematica di acidi grassi liberi (FFAs). Gli acidi grassi saturi, in
particolar modo il palmitato, possono diffondere attraverso la membrana plasmatica delle cellule
beta pancreatiche oppure legare un recettore specifico, il GPR40, e indurre apoptosi e disfunzione
cellulare. | meccanismi attraverso i quali il palmitato agisce comprendono: accumulo e attivazione
di secondi messaggeri tossici come diacilglicerolo (DAG), ceramide, p66°™ e ossido nitrico (NO);
aumento della B-ossidazione mitocondriale con produzione di specie reattive dell’ossigeno (ROS) e
induzione dello stress ossidativo; stress del reticolo endoplasmatico (ER stress), attivazione delle
stress chinasi JNK e p38 MAPK; induzione di geni pro-apoptotici; dedifferenziamento; blocco del
signalling dell’insulina e del GLP-1.
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Messaggi chiave

e  Gli acidi grassi (FA) hanno azioni dirette sulla cellula alfa pancreatica. Le azioni tuttavia dipendono
dalla lunghezza della catena, dal grado di saturazione e dalla conformazione spaziale delle molecole
in esame.

e Le azioni degli FA sulla cellula alfa sono mediate prevalentemente da recettori legati a proteine G:
GPcRs (G-Protein-coupled Receptors) e noti anche come FFARs (Free Fatty Acids Receptors).

e Per la corretta interpretazione delle azioni degli FA sulla cellula alfa pancreatica & necessario
distinguere I'effetto stimolatorio in condizioni di normoglicemia (fisiologia) o in presenza di ipo- o
iperglicemia (fisiopatologia).

e |l palmitato potrebbe indurre insulino-resistenza a livello delle alfa cellule pancreatiche, causando la
mancata inibizione della secrezione di glucagone in corso di iperglicemia.

Acidi grassi e cellula alfa pancreatica: una breve panoramica sulle problematiche aperte

Gli acidi grassi (FA) rappresentano la sorgente endogena di energia pil importante per l'isola
pancreatica. In maniera analoga a quanto e noto per la cellula beta pancreatica, anche per la
cellula alfa, gli FA svolgono un ruolo critico sia per la secrezione ormonale di glucagone sia per la
funzione e per la vitalita di questa popolazione cellulare (1). Tuttavia, se per quanto riguarda le
azioni degli acidi grassi sulle beta cellule pancreatiche nell’ultimo ventennio molti aspetti sono
stati descritti e chiariti, per quanto riguarda le cellule alfa molti aspetti hanno bisogno di decisivi
approfondimenti. Tra questi per esempio non e chiaro se la diversa composizione degli FA, a
catena lunga versus a catena corta oppure con conformazione cis versus conformazione trans,
possa determinare un differente effetto secretorio o funzionale. Inoltre, data I'importanza della
cellula alfa e del glucagone per la salvaguardia dai fenomeni ipoglicemici dell’organismo, bisognera
comprendere in dettaglio le azioni degli acidi grassi in condizioni di ipoglicemia, di normoglicemia

o ancora di iperglicemia, cosi come normalmente avviene in corso di diabete mellito. | dati in



nostro possesso contribuiscono ad alimentare questa complessita, poiché com’e noto esistono
differenze tra dati ottenuti in vitro in sistemi cellulari in coltura continua o in cellule isolate dalle
isole ex vivo. Esistono inoltre differenze tra dati ottenuti in isole pancreatiche intere isolate, verso
dati ottenuti in vivo nell'uomo o nell’animale. Quest’ultimo aspetto in particolare potrebbe
risentire delle procedure di isolamento delle isole pancreatiche e della differente distribuzione
delle cellule alfa all'interno dell’isola che sono prevalentemente distribuite in superficie nelle isole
di roditore o di maiale mentre nell’'uomo sono distribuite spazialmente in maniera piu disordinata
(2, 3). Per questo motivo le isole di roditore, dove la maggior parte dei dati disponibili sono stati
prodotti, potrebbero presentare questo bias dovuto al danno indotto dai processi di digestione
applicati ai pancreas in studio. Inoltre, essendo la cellula alfa piu instabile dal punto di vista
epigenetico (4, 5) si potrebbe ipotizzare una differente risposta al trattamento cronico con FA in
termini di resistenza alla lipotossicita. In aggiunta a quanto detto, ancora, data linstabilita
fenotipica di queste cellule, 'effetto degli FA potrebbe tradursi in fenomeni di differenziamento
(es. da precursori staminali verso alfa cellula o viceversa) o di trans-differenziamento (es. alfa
verso beta cellula) che risultano ad oggi ancora privi di interpretazione definitiva.
Per tutti questi aspetti elencati e per molti altri ancora, potremmo sostenere che alla data attuale
non e possibile disporre di punti forti relativi all’azione degli acidi grassi liberi sulla cellula alfa

pancreatica.

Glucagone, diabete e acidi grassi: quale legame

Le alterazioni secretorie riscontrate nel diabete mellito, oltre al difetto di secrezione insulinica,
prevedono alterazioni dei livelli di glucagone prodotto dall’isola pancreatica. | livelli di
glucagonemia sono stati al centro di ricerche e speculazioni sia per il loro ruolo in corso di
ipoglicemia (azione controregolatoria) che per spiegare I'iperglicemia, prevalentemente a digiuno,

da neoglucogenesi epatica. Il primo aspetto, piu tipico del diabete mellito di tipo 1, viene descritto



dopo anni dall’esordio della patologia ed e coinvolto nelle alterazioni della risposta
controregolatoria alle ipoglicemie; il secondo aspetto, tipico sia del diabete tipo 1 che del tipo 2,
sarebbe il responsabile dell’iperglicemia a digiuno da neo-glucogenesi epatica per gli aumenti
assoluti o relativi dei livelli di glucagone plasmatici derivanti dalla disfunzione delle cellule alfa
pancreatiche (6). Se per anni questi aspetti sono stati considerati tipici del diabete mellito e
riscontrabili anni dopo I'insorgenza clinica, oggi € noto come queste alterazioni, assieme ad altre a
carico degli ormoni gastro-intestinali, possano verificarsi prima della diagnosi clinica di diabete,
qguando ancora I'omeostasi glicemica non & definitivamente compromessa. Comprendere il ruolo
degli FA nelle fasi che precedono I'esordio del diabete potrebbe quindi essere uno degli aspetti

critici per la comprensione delle basi fisiopatologiche del diabete mellito.

Effetto degli acidi grassi sulla secrezione di glucagone: ruolo della lunghezza della catena, del

grado di saturazione, della conformazione spaziale in presenza o in assenza di glucosio

E noto come gli acidi grassi possano stimolare la secrezione di glucagone da parte della cellula alfa
pancreatica. Tale fenomeno e stato variamente descritto negli ultimi anni e i meccanismi
molecolari e funzionali descritti sembrano essere molti simili a quelli noti per la cellula beta
pancreatica e per la secrezione di insulina. Tra questi, per esempio, appare certo come la
depolarizzazione della membrana cellulare, il potenziale di membrana, I'aumento dei livelli di
calcio intracellulare e I'esocitosi dei granuli possano essere controllati dallo stimolo acuto con
palmitato (7) o con FA in generale (1). Un ruolo chiave per la secrezione di glucagone indotta dagli
FA é rivestito dai recettori di membrana legati a proteine G, noti come GPcRs (G-Protein-coupled
Receptors) e noti anche come FFARs (Free Fatty Acids Receptors) (Figura 1) (8). Tra i recettori di
questa famiglia, il GPR120 sembra svolgere un ruolo chiave per la secrezione di glucagone e per la
cellula alfa pancreatica (9). Il GPR40 invece sembra associato al controllo delle concentrazioni di

calcio intracellulare e quindi al legame calcio-esocitosi (10). Questi recettori presenti in diverse



isoforme rispondono agli acidi grassi in maniera differente e la loro risposta puo dipendere dalla
lunghezza della catena degli acidi grassi legati e dal grado di saturazione degli stessi. Tuttavia, per
la comprensione delle azioni degli FA sulla cellula alfa pancreatica & necessario distinguere
I'effetto stimolatorio in condizioni di normoglicemia (fisiologia) o in presenza di ipo- o iperglicemia
(fisiopatologia). Per la definizione di questi aspetti un articolo pionieristico di oltre dieci anni fa ha
contribuito a tracciare la via per le ricerche moderne (1). Nel 2005 Jing Hong e collaboratori,
infatti, descrivevano come il palmitato [C16:0] era in grado di stimolare la secrezione di glucagone
sia in isole di topo che in cellule alfa in coltura continua. In questo studio, testando differenti FA
con differente lunghezza della catena (da [C8:0] a [C 18:0]) gli autori dimostravano che esisteva un
effetto sulla secrezione di glucagone di tipo dose-dipendente e affermavano che tale effetto era
dovuto alla lunghezza della catena che componeva I'acido grasso. Gli FA a catena corta non erano
in grado di determinare secrezione di glucagone; dal laurato [C 12:0] in poi I'effetto stimolatorio
era osservabile con una maggiore azione stimolatoria in presenza di bassi livelli di glucosio (3,3
mmol/L, circa 60 mg/dl). Come atteso inoltre, questi effetti erano ridotti a concentrazioni di
glucosio pil elevate (16,7 mmol/L, circa 300 mg/dl). In questo lavoro, inoltre, veniva evidenziato
come la conformazione trans era piu efficace rispetto agli isomeri cis, mentre la presenza di doppi
legami tipici degli FA poli-insaturi non era determinante o significativamente differente rispetto
agli FA saturi ai fini della induzione della secrezione ormonale. Questi risultati potrebbero, seppur
in vitro, spiegare I'azione degli FA in condizioni di esposizione acuta; tuttavia poco & noto in merito
all'esposizione prolungata nel tempo. Esistono evidenze, in vitro e in vivo, di come le condizioni
pro-diabetogene in cui si riscontri un aumento cronico degli FA come preludio dell’insorgenza del
diabete, potrebbero determinare inappropriata secrezione di glucagone; liperglucagonemia
indotta dall’laumento degli FA circolanti, di conseguenza, sosterrebbe [Iiperglicemia

prevalentemente a digiuno. Per esempio, un modello di studio che conferma tali alterazioni



secretorie indotte dagli FA e tale consequenzialita temporale & rappresentato dal ratto ZDF (11,
12). In questo modello animale i livelli di palmitato, assieme ad altri FA, aumentano
spontaneamente intorno alla 14° settimana di vita (12-14). In questo periodo di vita, in questi
animali compare iperglicemia e diabete come conseguenza dell’laumento degli acidi grassi liberi
circolanti. In queste condizioni sperimentali i livelli di glucagone misurati risultavano elevati, ancor
prima che il deficit insulinico potesse rendersi manifesto. Comportamenti analoghi, tipici di
condizioni di obesita o di insulino-resistenza, sono stati descritti anche nell’'uomo in vivo (15). E
stato dimostrato inoltre che I'esposizione prolungata a elevati livelli di FA, e in particolare a
palmitato, possa determinare I'laccumulo di trigliceridi all’interno delle cellule alfa in un modello di
isole di topo (16). Questa similitudine con quanto descritto nel modello ZDF lascerebbe supporre
che gli FA potrebbero indurre danno cellulare da lipotossicita oltre che per le cellule beta anche
per le alfa. A conferma di queste ipotesi, alcune evidenze sono state prodotte anche per quanto
riguarda i livelli di autofagia indotti dagli FA nella cellula alfa (17). Tuttavia, altre evidenze legate
all'esposizione ad acidi grassi indicano che la cellula alfa possa rispondere anche in maniera
differente, rispetto alla beta, agli stress citotossici e addirittura potrebbe risultare resistente
all'apoptosi indotta dal palmitato (18). Il significato di questo dato e di queste apparenti differenze
di risposta agli stress metabolici, e in generale la comprensione di questi aspetti di
comportamento cellulare, resta tuttavia ancora aperto all'interpretazione. Questo aspetto
potrebbe dipendere dalla maggiore plasticita epigenetica di queste cellule e dalla capacita di trans-
differenziare verso altre tipologie cellulari (4, 19). Un dato recente per esempio indica come
I'esposizione prolungata al palmitato in modelli murini determini un aumento del numero di
cellule “pro-alfa” come precursori cellulari in grado di produrre GLP-1 all'interno dell’isola
pancreatica e di ripopolare lisola di nuove beta cellule (20). In questo modello lo stress

metabolico, negativo per le cellule beta, potrebbe addirittura diventare vantaggioso per le cellule



alfa e per i precursori di queste. Evidenze simili sono anche state prodotte in modelli cellulari
immortalizzati (21). Si potrebbe quindi dedurre come I'esposizione cronica a FA possa determinare
una perdita della normale funzionalita delle cellule alfa pancreatiche dell’isola in cambio di un
probabile beneficio differenziativo. Resta quindi da capire come le cellule alfa interagiscano con gli
ormoni dell’isola e con gli stimoli ormonali e metabolici dell’organismo. Il difetto secretorio delle
cellule alfa inoltre potrebbe sottendere altri difetti che precedono la secrezione del glucagone; le
azioni degli FA sulla cellula delta, per esempio, e sulla secrezione di somatostatina, potrebbero
anticipare quelli del glucagone, cosi come evidenziato da Rorsman e dai suoi collaboratori (22). Le
alterazioni funzionali identificabili con I'aumento della secrezione di glucagone potrebbero quindi
avere interpretazioni di tipo extra-glicemico che tuttavia ad oggi risultano difficili da definire. Resta
certo come il ruolo degli ormoni gastrointestinali, in particolare GIP (Glucose-dependent
Insulinotropic Polypeptide) e GLP-1 (Glucagon-Like Peptide 1), non puo prescindere dalla funzione
e dalla vitalita della cellula alfa. Sarebbe utile quindi in quest’ottica comprendere anche il ruolo
degli FA sulle cellule endocrine intestinali e sulla secrezione di GIP e GLP-1, cosi come la
valutazione dell’effetto degli FA sulla possibile produzione di GLP-1 all'interno dell’isola (23).
Questi ormoni potrebbero avere un ruolo anche nelle fasi precoci di disfunzione alfa cellulare che
precedono l'esordio clinico di diabete mellito e potrebbero supportare e condizionare l'isola

pancreatica in corso di danno metabolico.

FA e cellula alfa pancreatica: possibili meccanismi molecolari

In fisiologia la cellula alfa e influenzata sia dai livelli di glucosio circolanti che da molti ormoni.
L'insulina in particolare riveste un ruolo critico nel controllo della secrezione di glucagone.
Pertanto, la vicinanza tra cellule alfa e beta all'interno dell’isola pancreatica potrebbe svolgere un
ruolo chiave nella secrezione del glucagone. Poiché nei pazienti con diabete mellito & osservabile

una disfunzione secretoria della cellula alfa e dei livelli di glucagone circolante,



inappropriatamente elevato rispetto ai valori di glicemia, da sempre si € pensato ad una possibile
insensibilita di queste cellule sia al glucosio sia all’insulina (24, 25). Tuttavia, poter misurare il
grado di competenza al glucosio delle cellule alfa e la sensibilita all’insulina risulta difficile poiché
guesta popolazione cellulare & complessa nella funzione, nell’isolamento e nella caratterizzazione.
I modelli disponibili sono pochi e inoltre, per quanto espresso all’inizio di questo capitolo, le
variabili di studio sono molteplici. Per esempio, € noto che studiare la secrezione di glucagone e
differente quando effettuata in isole pancreatiche intere o in cellule disgregate dopo digestione
dell’isola (26, 27); probabilmente una serie di varianti sono condizionate dalle interazioni tra le
cellule dell’isola e queste influenze di conseguenza possono condizionare la secrezione ormonale
finale. Al fine di valutare questi aspetti nella fisiopatologia del diabete sono state studiate le a-
TC1, una linea immortalizzata di alfa cellule che si presta bene a studi con queste finalita (28). In
guesto modello cellulare I'esposizione prolungata con palmitato (fino a 48 ore) era in grado di
determinare aumento della secrezione di glucagone dopo stimolo con glucosio.
Sorprendentemente, in queste cellule esposte cronicamente al palmitato, le vie di trasduzione del
segnale insulinico intracellulare erano compromesse, con una riduzione dell’attivazione del
recettore dell’insulina e del suo segnale intracellulare in seguito a stimolazione acuta con
I'ormone. Quindi, in questo modello in vitro, I'esposizione cronica con palmitato era in grado di
determinare insulino-resistenza a livello delle cellule alfa ed aumento della secrezione di
glucagone. In questo modello, nelle cellule esposte cronicamente al palmitato, lo stimolo acuto
con insulina, anche a concentrazioni sovra-fisiologiche, non era piu in grado di bloccare la
secrezione di glucagone (Figura 1) (29). Speculando su questi risultati ottenuti in vitro, si potrebbe
immaginare come l'esposizione cronica al palmitato, anche nell'uomo in vivo, potrebbe rendere
queste cellule insulino-resistenti. L'insulina quindi, fisiologicamente in grado di controllare la

secrezione di glucagone, potrebbe divenire inefficace in presenza di elevati livelli di FA. Questo



potrebbe spiegare la mancata inibizione della secrezione di glucagone nelle condizioni tipiche di
prediabete o di diabete. Questi dati, trovano riscontro in risultati ottenuti in vivo nell’'uomo.
Recentemente, infatti, Niederwanger e collaboratori hanno dimostrato che le diete ad alto
contenuto lipidico possano indurre aumento della lipemia post-prandiale in soggetti volontari sani
(15). In queste condizioni gli autori mostravano un’inadeguata risposta della cellula alfa
pancreatica in termini di secrezione di glucagone. Tale alterazione secretoria (mancata
soppressione) era evidenziata sia dopo stimolo con alto glucosio che con insulina (15). Gli autori
concludevano il lavoro affermando che I'aumento degli FA circolanti potesse determinare

alterazioni della funzione secretoria delle cellule alfa pancreatiche.

Conclusioni

Sebbene il ruolo degli acidi grassi sulla cellula alfa sia certo, il significato di questa interazione ed il
contributo qualitativo e quantitativo di questa classe di nutrienti non e chiaro. La difficolta nello
studio di questa famiglia cellulare e la riscoperta tardiva di queste cellule come elemento chiave
nella patogenesi del diabete ha determinato un ritardo anche nella produzione di evidenze
scientifiche a supporto. Alla data attuale possiamo affermare che gli FA stimolano la secrezione di
glucagone, influenzano la vitalita delle cellule alfa e potrebbero contribuire al potenziale
differenziativo e trans-differenziativo di queste cellule. Ad oggi, i meccanismi che sottendono tali
processi non sono stati completamente chiariti. Tuttavia, resta certo e indiscusso il ruolo degli FA
nella fisiopatologia del diabete mellito e la cellula alfa & sicuramente da annoverarsi tra i possibili

bersagli cellulari di questa classe di nutrienti.
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Figura 1. Effetti del palmitato sulla cellula alfa pancreatica: rappresentazione schematica
dell’azione del palmitato sulla cellula alfa pancreatica e sul segnale insulinico intracellulare.
In fisiologia l'insulina e il glucosio controllano la secrezione di glucagone; quando la glicemia
aumenta, 'aumento dei livelli di insulina all’'interno dell’isola blocca la secrezione di glucagone.
Questa azione di controllo si esplica tramite I'attivazione della via intracellulare di Akt (via
metabolica) che determina iper-polarizzazione della membrana cellulare. Il palmitato, come
dimostrato in sistemi cellulari in vitro, € in grado di bloccare la fosforilazione del recettore
insulinico, compromettendo la via intracellulare di Akt. In condizioni di insulino-resistenza, inoltre,
I'aumento dei livelli di insulina potrebbe attivare la via di MAPK. Gli acidi grassi potrebbero agire
sulla cellula alfa anche tramite i recettori GPcR/FFARs. Questi recettori potrebbero controllare vie
molecolari intracellulari ancora non del tutto descritte.
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Messaggi chiave

e |l fegato & uno degli organi con maggior assorbimento e metabolismo degli acidi grassi liberi (FFA)
circolanti, tramite ossidazione, produzione di trigliceridi (TG) o usati per la sintesi di altre specie
lipidiche (es ceramidi e fosfolipidi).

® |’eccesso di FFA nel fegato porta non solo all’accumulo di lipidi (steatosi epatica non alcolica,
NAFLD) ma anche ad aumentata tossicita cellulare (lipotossicita epatica)

e |l fegato & anche in grado di sintetizzare FFA (principalmente FFA saturi) tramite de novo lipogenesi
(DNL). La DNL & aumentata nella NAFLD.

e Ladieta induce un significativo miglioramento e/o regressione del danno epatico nella NAFLD se &
associata ad una restrizione delle calorie giornaliere in grado di indurre un significativo calo
ponderale (>5% del peso corporeo)

e Per quanto riguarda I'apporto dietetico degli acidi grassi, vi € una ragionevole evidenza che una
dieta ricca di acidi grassi saturi favorisce I'accumulo di lipidi epatici, mentre una dieta piu ricca in
acidi grassi monoinsaturi e/o poli-insaturi sembra essere meno steatogenica

e Tuttavia, i dati clinici attualmente disponibili riguardo un possibile beneficio di modifiche
esclusivamente qualitative della composizione di una dieta isocalorica sulla NAFLD sono ancora
insufficienti.

Introduzione

Il fegato € uno degli organi con maggior assorbimento e metabolismo degli acidi grassi liberi (FFA)
circolanti (Figura 1). Nel fegato gli FFA possono essere ossidati (tramite la beta-ossidazione
mitocondriale per produrre ATP) oppure essere ri-esterificati a trigliceridi (TG); i TG, a loro volta,
vengono secreti come lipoproteine a densita molto bassa (VLDL) o immagazzinati negli epatociti
come gocce lipidiche, formando grasso ectopico (non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD). Inoltre,
alcuni acidi grassi, come I'acido palmitico, vengono utilizzati per la produzione di particolari specie
lipidiche quali sfingolipidi e ceramidi (1). L'eccesso di FFA circolanti & inoltre associato anche ad un
aumento della gluconeogenesi epatica (2) con conseguente incremento della produzione epatica

di glucosio con possibile comparsa di iperglicemia diabetica (3), insulino-resistenza (IR) e



lipotossicita (4, 5). Tuttavia, gli FFA non vengono utilizzati direttamente per la produzione di
glucosio, ma piuttosto utilizzati per produrre I’ATP necessario per la gluconeogenesi. Nei pazienti
con NAFLD, la sintesi di VLDL e la beta-ossidazione epatica degli acidi grassi sono spesso
aumentate, suggerendo che la secrezione delle VLDL non & un difetto primario che spiega un
aumento del TG epatico, ma piuttosto un processo saturabile (6, 7). Quindi, i trigliceridi epatici si
accumulano principalmente a causa dell'eccesso della lipolisi periferica a livello del tessuto
adiposo, che determina un flusso aumentato di FFA con conseguente maggior assorbimento
epatico (6, 7). Come evidenziato nella Figura 1, la de novo lipogenesi (DNL) e una dieta ricca di
grassi saturi concorrono allo sviluppo di NAFLD (1). Inoltre, I'aumentata secrezione di VLDL &
associata a un aumento dei livelli circolanti di colesterolo LDL, dovuto allo scambio di esteri di
colesterolo e trigliceridi tra LDL e VLDL attraverso l'aumentata attivita della proteina di
trasferimento dell'estere del colesterolo (CETP) e della lipasi epatica (HL) (8). Alti livelli circolanti di
LDL e CD-36 solubile sono associati a un aumentato rischio di aterosclerosi e malattia
cardiovascolare (9, 10). Tutti questi meccanismi contribuiscono a spiegare I'aumentato rischio

cardiovascolare osservato nei pazienti con NAFLD (11).

Ruolo dell’insulino-resistenza

L'IR gioca un ruolo fondamentale nel metabolismo epatico degli FFA. Nei soggetti con IR la
secrezione pancreatica di insulina &€ aumentata, sia a digiuno che nella fase post-prandiale, poiché i
tessuti periferici dell’organismo richiedono maggiori concentrazioni di insulina per I'assorbimento
del glucosio. L'iperinsulinemia dovrebbe inibire la lipolisi del tessuto adiposo, ma nei soggetti con
NAFLD e/o diabete tipo 2 (T2D), I'IR & presente non solo a livello muscolare ma anche a livello del
tessuto adiposo (Adipo-IR), che rilascia quindi una maggiore quantita di FFA (2, 6). L'Adipo-IR

influenza quindi anche la sensibilita insulinica a livello epatico poiché l'insulina € un ormone



adipogenico e, in presenza di maggiori substrati circolanti, favorisce la sintesi di trigliceridi epatici

(7, 12).

De novo lipogenesi

La DNL rappresenta la sintesi di acidi grassi a partire da acetyl-CoA (13). In presenza di eccesso di
substrati (soprattutto di carboidrati semplici) vi & un aumento della sintesi epatica di acetyl-CoA,
che viene poi utilizzato per la sintesi degli acidi grassi (1, 14, 15). Il primo step della DNL & la sintesi
di acido palmitico che, a sua volta, puo trasformarsi in acido stearico (per un processo di
elongazione) oppure essere desaturato ad acido palmitoleico. La DNL & aumentata fino a tre volte
nella NAFLD, favorendo cosi il sovraccarico lipidico proveniente dalla lipolisi periferica e la
deposizione di grasso epatico (15, 16). DNL € un processo strettamente regolato da diversi ormoni
e da una complessa rete di recettori nucleari e fattori di trascrizione, come sterol regulatory
element-binding protein-1c (SREBP-1c), carbohydrate response element-binding protein (ChREBP)
e peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR)-gamma, che sono in grado di regolare

I'espressione di vari geni lipogenici, quali ACC, FAS e ATP-citrato liasi (17, 18).

Lipotossicita epatica

L’eccesso di FFA nel fegato porta non solo all’laccumulo di lipidi (NAFLD) ma anche ad aumentata
tossicita cellulare (lipotossicita). La lipotossicita epatica gioca un ruolo chiave sia nella
progressione della NAFLD che nell’incidenza di T2D, in quanto aumenta la perossidazione lipidica,
la produzione di specie reattive dell'ossigeno (ROS) e il rilascio di molteplici citochine
inflammatorie e profibrotiche, tra cui interleuchina-8, TGF-beta, MCP-1 e il TNF-a (7, 12, 14, 19,
20). Le adipocitochine contribuiscono all'inflammazione epatica attraverso la perossidazione
lipidica e la modulazione della risposta inflammatoria. L'eccesso di FFA pud causare ulteriore

disfunzione mitocondriale e stress ossidativo, promuovendo la produzione di ROS e



l'inflammazione degli epatociti, favorendo cosi lo sviluppo di NASH. Inoltre, I'eccesso di FFA
favorisce I'apoptosi epatocitaria (20) e attiva una risposta fibrogenica delle cellule stellate

epatiche, che favorisce la progressione della NAFLD verso la NASH e cirrosi (14, 21).

Ruolo delle lipasi

Un fattore importante nel metabolismo degli acidi grassi e l'azione ‘disfunzionale’ delle lipasi. La
mobilizzazione dei TG intracellulari € mediata dalle lipasi, in particolare la lipasi ormone-sensibile
(HSL) e la lipasi dei trigliceridi adiposi (ATGL). Oltre ad ATGL, il fegato contiene altre lipasi
intracellulari come la trigliceride lipasi 1 e 2, mentre I'HSL e espressa a un livello piuttosto basso.
ATGL e HSL agiscano in modo coordinato: ATGL e la principale lipasi responsabile dell'idrolisi del
primo FFA dei TG, formando diacilglicerolo (DAG); in seguito, HSL completa I'idrolisi di DAG,
rilasciando altri due FFA. Sebbene la regolazione di ATGL e la sua funzione fisiologica rimangano
ancora da definire nel fegato, alcuni dati sperimentali consentono di concludere che tale lipasi e
fondamentale nella mobilizzazione dei TG epatici. E stato infatti documentato che topi knockout
per ATGL sviluppano NAFLD, mentre la iper-espressione epatica di ATGL si associa ad
un’aumentata beta-ossidazione, rilascio di FFA e risoluzione della NAFLD sia in topi ob/ob che in
topi trattati con dieta ad alto contenuto di grassi (14). Nel fegato dei soggetti con NAFLD, 'ATGL &
mal funzionante, e la sua ridotta espressione si associa ad aumentato accumulo di TG epatici,
indipendentemente dal grado di IR (1, 22). Anche la lipoproteina lipasi (LPL) circolante svuole un
ruolo importante nel metabolismo degli acidi grassi epatici. Studi sia nel modello animale che
nell’'uomo hanno dimostrato che i chilomicroni, che si formano durante il pasto, possono essere
parzialmente idrolizzati dalla lipoproteina lipasi (LPL), rilasciando FFA nel plasma (‘spillover’).
Questi FFA derivati dalla dieta possono quindi entrare direttamente nel fegato ed essere utilizzati
per la sintesi di VLDL-TG, aumentando il carico di acidi grassi sul fegato(23). Usando la tecnica dei

traccianti, & stato stimato che durante il digiuno, la maggior parte dei VLDL-TG (77%) deriva dal



tessuto adiposo e circa il 4% dalla DNL (23). Dopo il pasto, invece, la quota di VLDL-TG derivante
dagli FFA del tessuto adiposo scende al 44% (anche perché durante il pasto si sopprime la lipolisi
periferica), 8% dalla DNL, il 10% dallo spillover dei chilomicroni e il 15% dall'assorbimento di

Chylomicron-Remnant TG (23).

Importanza degli acidi grassi saturi e insaturi nella NAFLD

Si & molto dibattuto in letteratura sull’'effetto dei diversi acidi grassi (saturi vs. insaturi) sullo
sviluppo e la progressione della NAFLD. E stato dimostrato che gli FFA plasmatici derivano per la
maggior parte dalla lipolisi del tessuto adiposo e solo in parte dalla lipolisi intravascolare (spillover)
delle lipoproteine circolanti (Figura 1). La loro composizione a digiuno riflette, infatti, per lo piu la
composizione dei TG del tessuto adiposo. Un aumento degli FFA saturi (SFA, in particolare acido
palmitico e stearico) € da attribuirsi solo in parte alla dieta, in quanto questi SFA sono prodotti
tramite DNL. La DNL produce acido palmitico da cui derivano acido stearico per elongazione e
acido palmitoleico per desaturazione. Studi su fegato e tessuto adiposo umani hanno evidenziato
che l'attivita di elongazione € maggiore nel fegato che nel tessuto adiposo, mentre I'attivita di
desaturazione & superiore nel tessuto adiposo (24). Per tale motivo, quando la DNL viene
stimolata, la produzione epatica di SFA aumenta, diminuendo il rapporto tra grassi insaturi e
saturi. Il fegato di soggetti con NAFLD contiene una maggiore quantita di SFA (in particolare
palmitato) ed una minore quantita di grassi poli-insaturi a catena lunga (PUFA) (16). Il palmitato
non viene usato solo nella sintesi di DAG e TG ma anche per la sintesi di sfingolipidi e ceramidi, che
sono due classi lipidiche principalmente coinvolte nello stress ossidativo, nei processi infiammatori
e nel danno del tessuto epatico. DAG rappresenta il primo step nella sintesi e idrolisi dei TG, ed il
fatto che il fegato dei soggetti con NAFLD avendo un’aumentata DNL, contenga piu SFA e DAG e
meno PUFA rispetto al fegato dei soggetti senza NAFLD, indica che la NAFLD & strettamente

associata ad un alterato metabolismo degli acidi grassi (24).



Ruolo della dieta e della sua composizione in acidi grassi nella NAFLD

Molti studi indicano che modificazioni dello stile di vita migliorano i valori ematici delle
transaminasi ed il grado di steatosi epatica (25, 26). In particolare, la perdita di peso ottenuta
mediante una dieta ipocalorica (con una riduzione media dell’introito calorico di ~500-800 Cal/die
e caratterizzata da ridotto introito di carboidrati, acidi grassi saturi, cibi raffinati, alcol e bevande
contenenti fruttosio, un componente alimentare che piu chiaramente é risultato associato con
NAFLD/NASH negli studi epidemiologici), in combinazione all’esercizio fisico di grado moderato
(sia aerobico che di resistenza), & in grado di determinare una miglioramento/regressione della
steatosi epatica (27). Nei soggetti con sovrappeso o obesita, & stato chiaramente documentato che
una riduzione del peso corporeo di circa il 5% migliora significativamente il grado di steatosi
mentre € necessaria una riduzione del peso corporeo di circa il 10% per poter migliorare anche
I'attivita necro-infiammatoria ed il grado di fibrosi epatica. In presenza di obesita severa (BMI >40
kg/m?) o di grado moderato (BMI 235 kg/m? con diabete ed altre comorbidita metaboliche), & utile
valutare se inviare il paziente a centri che eseguono chirurgia bariatrica, in quanto la perdita di
peso ottenuta mediante questo approccio terapeutico € in grado di indurre un marcato
miglioramento e, in molti casi, una regressione del danno epatico nella NAFLD (25, 26, 28, 29).
Tuttavia, come sottolineato nelle recenti linee guida europee EASL/EASD/EASO, la dieta induce un
significativo miglioramento e/o regressione del danno epatico nella NAFLD (documentato
mediante biopsia epatica) solo quando & associata ad una restrizione delle calorie giornaliere in
grado di indurre un significativo calo ponderale (25, 26, 29). | dati clinici attualmente disponibili in
letteratura riguardo un possibile beneficio di modifiche esclusivamente qualitative della
composizione di una dieta isocalorica sulla NAFLD sono scarsi e complessivamente meno
convincenti (39, 31). In particolare, non vi sono ampi trial clinici di sufficiente durata che abbiano

valutato I'effetto di modifiche qualitative della dieta sull’istologia epatica nella NAFLD. Per quanto



riguarda, specificamente, 'apporto dietetico degli acidi grassi, vi € una ragionevole evidenza
derivante da diversi studi sperimentali e clinici che una dieta ricca di acidi grassi saturi (>40-45%
delle calorie totali) favorisce I'accumulo di trigliceridi epatici, mentre una dieta piu ricca in acidi
grassi monoinsaturi (MUFA) e/o poli-insaturi (n-6 PUFA) appare essere meno steatogenica (27,
32). Tuttavia, i pochi studi che hanno valutato I'aggiunta di acidi grassi poli-insaturi omega-3 (n-3
PUFA) alla dieta hanno dato risultati abbastanza controversi, evidenziando in certi casi solo una
lieve riduzione della steatosi ma uno scarso effetto sulle altre caratteristiche istopatologiche della
NASH (necro-inflammazione e fibrosi) (31). Comunque, sulla base dei pochi trial clinici disponibili
(che nella quasi totalita dei casi sono caratterizzati da una dimensione campionaria ridotta, una
breve durata di intervento e dall’assenza della biopsia epatica per la caratterizzazione degli end-
points clinici), vari esperti ritengono che la cosiddetta dieta mediterranea possa rappresentare, ad
oggi, il miglior approccio dietetico di tipo qualitativo per la maggior parte dei pazienti con NAFLD e
normale peso corporeo (25, 26, 31, 33, 34). Anche recentemente, un trial clinico randomizzato
della durata di 18 mesi, che includeva circa 280 soggetti con obesita addominale e dislipidemia, ha
evidenziato che una dieta mediterranea isocalorica (ricca in acidi grassi mono-insaturi/poli-insaturi
e bassa di carboidrati, <50% delle calorie totali) era in grado di ridurre maggiormente il grado di
steatosi epatica (valutata mediante RMN) rispetto ad una dieta isocalorica con pochi acidi grassi
(<30% delle calorie totali), a parita del lieve calo ponderale, ottenuto al termine dello studio (35).
Tuttavia, bisogna sottolineare che non vi &, almeno per ora, alcuna evidenza derivante da trial
clinici randomizzati che la sola manipolazione qualitativa della dieta, ed in particolare della qualita
e quantita degli acidi grassi assunti con la dieta (senza una consensuale riduzione dell’apporto
calorico complessivo in grado di determinare un significativo calo ponderale) sia in grado di ridurre

la progressione epatica della NAFLD, documentata mediante biopsia epatica.
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Figura 1. Effetti degli FFAs a livello epatico. Gli acidi grassi liberi (FFA) che vengono metabolizzati

dal fegato possono derivare dalla dieta oppure, a digiuno, dall’idrolisi dei trigliceridi del tessuto
adiposo. Nel fegato gli FFA possono essere ossidati, o riesterificati a trigliceridi che a loro volta

possono essere secreti come VLDL oppure formare gocce lipidiche di grasso ectopico (steatosi). Gli

provocare inflammazione epatica.
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Messaggi chiave

e  Gli acidi grassi rappresentano la principale fonte energetica nel muscolo scheletrico e cardiaco.

e L'incremento degli acidi grassi circolanti, soprattutto di quelli saturi, determina aumentato uptake a
livello delle cellule muscolari e cardiache e accumulo intracellulare di trigliceridi e di intermedi lipidici
tossici (ceramidi e diacilgliceroli).

e Il danno lipotossico & mediato dall’attivazione di molteplici vie di segnale (NFkB, stress chinasi, PKC,
PERK), che determinano aumentato stress ossidativo, attivazione di ER stress e apoptosi cellulare.

e  Gli acidi grassi mono- e polinsaturi sono in grado di contrastare gli effetti tossici indotti dagli acidi
grassi saturi.

Metabolismo degli acidi grassi nelle cellule muscolari scheletriche e cardiache

Gli acidi grassi rappresentano la principale fonte energetica nel muscolo scheletrico e cardiaco, le
cui cellule sono corredate da sofisticati sistemi biologici responsabili dell’uptake e della
esterificazione e ossidazione. Le principali fonti di acidi grassi sono rappresentate dagli acidi grassi
liberi (FFA, free fatty acid) legati all’albumina, derivanti dalla lipolisi del tessuto adiposo, e dagli
acidi grassi rilasciati dai trigliceridi (TG) contenuti nei chilomicroni e nelle VLDL (Very Low-Density
Lipoprotein) grazie all’attivita della lipoproteina lipasi (LPL) (1, 2).
Il processo di uptake degli acidi grassi non e ancora del tutto compreso. Fino a qualche anno fa si
riteneva che, in virtu della loro idrofobicita, la diffusione passiva rappresentasse la modalita
principale di ingresso degli acidi grassi nelle cellule. Diversi studi hanno invece dimostrato che
I'uptake degli acidi grassi si verifica anche grazie a specifici trasportatori di membrana, motivo per

cui la loro captazione viene a dipendere non solo dalla loro concentrazione ematica, ma anche



dall’attivita dei trasportatori. | trasportatori degli acidi grassi identificati ad oggi comprendono
FAT/CD36 (Fatty Acid Translocase), FABPpm (Plasma Membrane-bound Fatty Acid Binding Protein)
e la famiglia dei trasportatori FATP 1-6 (Fatty Acid Transport Protein) (3-5). Si ritiene che FAT/CD36
sia il principale trasportatore degli acidi grassi e che i suddetti trasportatori possano agire insieme
oppure in maniera indipendente in modo da incrementare la concentrazione degli acidi grassi sulla
superficie cellulare e quindi il loro uptake (6). E stato altresi dimostrato che I'espressione dei
trasportatori degli acidi grassi si modifica in risposta a specifici stimoli: la contrazione muscolare,
I'insulina, I'attivazione di AMPK (AMP-activated protein kinase) e alcune condizioni patologiche
croniche quali I'obesita e il diabete mellito di tipo 2 portano alla maggiore traslocazione di
FAT/CD36 dalle vescicole citoplasmatiche alla membrana cellulare (7-9). Ne consegue I'aumento
dell’uptake degli acidi grassi, una competizione dei substrati lipidici con il glucosio e I'insorgenza di
insulino-resistenza indotta dai lipidi. Una volta entrati nel citosol gli acidi grassi vengono
esterificati ad opera dell’enzima FACS (Fatty Acyl CoA Synthase) e indirizzati alla B-ossidazione

mitocondriale oppure alla conversione in triacilgliceroli (TAG).

Effetto degli FFA sul metabolismo muscolare - la lipotossicita

In condizioni fisiologiche il tessuto adiposo gioca un ruolo cardine nella regolazione dei livelli di
FFA circolanti attraverso l'inibizione del loro rilascio nel torrente circolatorio e I'incremento della
clearance dei TAG, in modo da evitare che i tessuti periferici vengano esposti a elevati livelli di
lipidi (10). L'obesita viscerale, & caratterizzata soprattutto dalla disfunzione biologica del tessuto
adiposo, che si manifesta con riduzione della sensibilita insulinica, ipossia, rilascio di citochine
proinfiammatorie ed FFA che andranno ad agire sugli organi e sui tessuti periferici causando
alterazioni metaboliche (11). In particolare, I'incremento degli FFA circolanti determina la
deposizione di grasso ectopico a livello vascolare, pancreatico, epatico e muscolare (12) e,

sebbene questi organi possano inizialmente immagazzinare parte del surplus di lipidi sotto forma



di TAG, i lipidi in eccesso vengono poi indirizzati verso vie metaboliche non ossidative che
terminano con l'accumulo di intermedi lipidici tossici, quali ceramidi e diacilgliceroli (DAG,
Diacylglycerol) (10) (Figura 1A). Inoltre, € stato anche dimostrato che I'incremento dell’uptake
degli FFA porta all’intensificazione della B-ossidazione mitocondriale, alla produzione dei ROS
(Reactive Oxygen Species) e al danno cellulare (10). Tutti questi eventi biologici sfociano
nell’alterazione delle vie di segnale e delle funzioni biologiche cellulari, condizione nota come
lipotossicita (23) (Figura 1A).
Non solo la quantita, ma anche la qualita dei lipidi € importante ai fini dei loro effetti sugli organi e
tessuti periferici (14), in quanto diversi tipi di FFA, in termini di grado di saturazione e lunghezza
della catena di atomi di carbonio, possono indurre diverse risposte metaboliche. Gli acidi grassi piu
abbondanti nella circolazione sistemica e nei tessuti sono gli acidi grassi a catena lunga (14-18
atomi di carbonio) e molto lunga (20-26 atomi di carbonio) con diversi gradi di saturazione (15) e,
piu specificatamente, I'acido palmitico (16:0), I'acido oleico (18:1, n-9) e I'acido linoleico (18:2, n-
6). In generale, studi condotti in vitro hanno evidenziato che gli FFA saturi (SFA) inducono insulino-
resistenza, influenzano I'accumulo di tessuto adiposo e sono associati a disfunzioni metaboliche, a
differenza degli FFA mono- e polinsaturi, i quali sono anche in grado di contrastare gli effetti tossici

indotti dai saturi (10).

Meccanismi molecolari delle alterazioni metaboliche indotte dalla lipotossicita nelle cellule
muscolari e cardiache

Le principali alterazioni metaboliche indotte dalla lipotossicita nelle cellule del muscolo scheletrico
e cardiaco sono linsulino-resistenza e l'alterazione della formazione dei depositi di glucosio
indotta dall’insulina (10), per le quali sono stati suggeriti molteplici meccanismi molecolari (Figura
1A). Uno dei primi meccanismi ad essere stati descritti consiste nelllaccumulo intracellulare di
intermedi lipidici tossici, quali DAG e ceramidi.

Uno studio condotto nei cardiomioblasti di ratto H9C2 ha dimostrato che I'esposizione al



palmitato 0,3 mmol/L per 8 h determina I"'accumulo di DAG e che tale accumulo causa I'insorgenza
dello stress del reticolo endoplasmatico, responsabile a sua volta della degradazione della
perilipina 2 (Plin2), una proteina chiave nella formazione delle gocce lipidiche e quindi
nelllimmagazzinamento degli FFA in TAG (16). L’accumulo di DAG innesca anche I'attivazione di
alcuni membri della famiglia delle PKC (protein kinase C), tra cui PKCO in grado di catalizzare la
fosforilazione in Ser307 di IRS-1 (Insulin Receptor Substrate-1), riducendone I'attivazione da parte
dell’insulina (17).
Oltre all’laccumulo di DAG, il trattamento col palmitato induce anche la biosintesi della ceramide
nelle cellule del muscolo scheletrico e cardiaco. Diverse evidenze sperimentali dimostrano che in
questi sistemi cellulari la ceramide e in grado di alterare il signaling insulinico attraverso due
distinti meccanismi che coinvolgono la defosforilazione di Akt in corrispondenza del residuo
Thr308 e l'inibizione della sua traslocazione sulla membrana plasmatica (18), effetti che dipendono
dall’attivita della PP2A (Protein Phosphatase 2A) e della PKCg, rispettivamente (19). Inoltre, la
ceramide e anche un potente induttore della cascata apoptotica nelle cellule del muscolo
scheletrico e cardiaco (20, 21). In particolare, & stato recentemente dimostrato che I'esposizione
delle cellule progenitrici cardiache umane al palmitato 0,25 mmol/L per 16 h determina un
incremento dei livelli di espressione della ceramide sintasi 5 (CerS5, ceramide synthase 5),
un’enzima chiave coinvolto nella sintesi de novo della ceramide nelle cellule cardiache, nonché un
accumulo di ceramide responsabile a sua volta dell'innesco dell’apoptosi attraverso il
coinvolgimento della stress chinasi JNK (c-Jun N-terminal Kinase) (22). Inoltre, sia il DAG che la
ceramide attivano dei pathways infammatori mediante IKK-B (IkB Kinase B) ed NF-kB (Nuclear
Factor-kB), con la conseguente produzione di citochine proinfiammatorie, tra cui I'lL-6 (23).
Gli SFA sono anche in grado di attivare dei pathways infiammatori sia direttamente, attraverso

I'interazione con i membri della famiglia dei TLR (Toll-Like Receptor), sia indirettamente,



attraverso la secrezione di citochine, quali TNF-a, IL-1B e IL-6 (24). Inoltre, dati recenti dimostrano
che nei cardiomioblasti H9C2 gli SFA inducono infiammazione anche andando a legare
direttamente una delle proteine richieste per I'attivazione del TLR4, ovvero la proteina accessoria
MD2 (Myeloid Differentiation 2) (25).
Per quanto concerne la capacita degli SFA di indurre la secrezione di citochine, I'esposizione dei
mioblasti C2C12 differenziati al palmitato 0,5 mmol/L per 12 h determina Iincremento
significativo dell’espressione genica della miochina musclin, attraverso I'attivazione del pathway di
PERK (Protein kinase RNA-like Endoplasmic Reticulum Kinase), una Ser/Thr chinasi transmembrana
coinvolta nella risposta cellulare allo stress del reticolo endoplasmatico (26).
Anche le citochine proinfiammatorie prodotte in risposta all’esposizione a elevate concentrazioni
di SFA contribuiscono allo sviluppo dell’insulino-resistenza. In particolare, & stato di recente
evidenziato che il trattamento dei mioblasti C2C12 al palmitato 0,75 mmol/L per 16 h risulta in un
incremento della produzione di TNF-a, responsabile a sua volta dell’instaurarsi di una condizione
di insulino-resistenza come si evince dalla riduzione della capacita dell’insulina sia di fosforilare
IRS-1, nel residuo Tyr632, e Akt, nel residuo Ser473, sia di stimolare l'uptake di glucosio (27).
Un’altra conseguenza dell’esposizione delle cellule muscolari a elevati livelli di SFA e rappresentata
dall'incremento dei ROS. E stato recentemente dimostrato che nelle cellule muscolari scheletriche
di ratto il palmitato induce la produzione dell’anione superossido attraverso I’attivazione della
NADH ossidasi e il coinvolgimento del complesso Il della catena respiratoria mitocondriale (28).
Anche nei cardiomiociti neonatali di ratto il palmitato e responsabile dell’alterazione della catena
di trasporto degli elettroni, attraverso la riduzione dei livelli di cardiolipina, con produzione di
intermedi reattivi dell’ossigeno (29). Una delle conseguenze dello stress ossidativo & data dalla
disfunzione e dalla ridotta biogenesi e densita mitocondriale; queste alterazioni, a loro volta, sono

responsabili dell’laccumulo degli intermedi lipidici tossici, nonché dell’attivazione di molteplici



chinasi, quali NF-kB, p38 MAPK, JNK e alcune isoforme di PKC (30), che alterano il pathway
dell’insulina, inducendo la fosforilazione in Ser/Thr di IRS-1, e quindi I'uptake di glucosio e il suo

metabolismo in risposta all’'ormone insulinico (31, 32).

Effetti degli acidi grassi mono- e polinsaturi sulle cellule muscolari scheletriche e cardiache

Molteplici studi in vitro hanno dimostrato che il pretrattamento o la co-incubazione con acidi
grassi insaturi (MUFA, MonoUnsaturated Fatty Acid; PUFA, PolyUnsaturated Fatty Acid) sono in
grado di proteggere dalla lipotossicita indotta dagli SFA (Figura 1B). Nelle cellule muscolari i MUFA
e i PUFA sono in grado di ridurre la biodisponibilita degli SFA per la sintesi dei metaboliti tossici
attraverso l'induzione della sintesi dei TAG (33), lintensificazione della B-ossidazione
mitocondriale (34), I'incremento dell’espressione di proteine coinvolte nei pathways legati
all’ossidazione degli acidi grassi (35) e I'aumento del grado di insaturazione dei fosfolipidi di
membrana (10). La riduzione dei livelli di DAG e ceramide ha delle ricadute positive non solo sulla
vitalita cellulare (22), ma anche sul metabolismo e quindi sull’insulino-resistenza indotta dagli SFA.
L'oleato protegge le cellule del muscolo scheletrico L6 dallinsulino-resistenza indotta dal
palmitato e questo effetto e legato all’abilita dell’oleato di preservare I'attivazione di PI3-K da
parte dell’insulina nelle cellule trattate con il palmitato (36). L'oleato e in grado di ripristinare il
signaling insulinico alterato dal palmitato anche attraverso il recupero della fosforilazione di Akt e
la riduzione dei livelli di attivazione di p38 MAPK e PKCO, come evidenziato nei miotubi C2C12 (37).
Il pretrattamento con l'oleato previene l'inibizione da parte del palmitato della fosforilazione di
Akt in risposta all’insulina anche nei cardiomiociti neonatali di topo (38) e uno dei meccanismi
individuati risiede nell’abilita dell’oleato di ridurre I'attivazione di JNK, implicata nell'induzione
dell’insulino-resistenza in diversi tessuti (39). Tuttavia, € stato altresi dimostrato che elevate
concentrazioni di oleato nei miotubi C2C12 possono alterare il signaling dell’insulina, nonostante i

bassi livelli citoplasmatici di DAG e ceramidi e I'incrementata incorporazione del palmitato in TAG,



a causa della B-ossidazione mitocondriale non completa (37).
Anche i PUFA, tra cui I'EPA (eicosapentaenoic acid, C20:5 n-3) e il DHA (docosahexaenoic acid,
C22:6 n-3), sono in grado nei mioblasti C2C12 di ripristinare il pathway dell’insulina e I'uptake di
glucosio alterati dal palmitato attraverso la riduzione della formazione di DAG e ceramidi e della
fosforilazione della PKCO e I'incremento della B-ossidazione mitocondriale (21). Nei miotubi C2C12
I’acido linoleico, a-linolenico (C18:2 n-3) e y-linolenico (C18:3 n-6) non solo inibiscono I'insulino-
resistenza, ma anche l'inflammazione indotta dal palmitato, come evidenziato dall'incremento sia
della fosforilazione di Akt che dell’espressione sulla membrana plasmatica di GLUT4 (Glucose

Transporter 4) e dalla riduzione dell’espressione genica dell’lL-6 e del TNF-q, rispettivamente (40).

Conclusioni

L'incremento dell’'uptake degli SFA e il conseguente accumulo di DAG e ceramidi causa effetti
deleteri sulla vitalita e sul metabolismo delle cellule del muscolo scheletrico e cardiaco. | MUFA e i
PUFA, al contrario degli SFA, non inducono danno cellulare e sono anche in grado di proteggere
dalla lipotossicita indotta dagli SFA attraverso molteplici meccanismi. Cid rappresenta un aspetto
rilevante ai fini della definizione di nuovi target e approcci terapeutici mirati al miglioramento
dell’'inflammazione e dell’insulino-resistenza nelle cellule muscolari dei pazienti obesi e/o con

diabete mellito di tipo 2.
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Figura 1. Meccanismi molecolari alla base delle alterazioni metaboliche indotte dalla
lipotossicita ed effetti protettivi degli acidi grassi mono- e polinsaturi nelle cellule muscolari e
cardiache. (A) L'incremento dei livelli di SFA (Saturated Fatty Acid) nel torrente circolatorio
determina un maggiore uptake da parte delle cellule del muscolo scheletrico e cardiaco. Gli SFA
vengono immagazzinati sotto forma di TAG (Triacilglycerol) oppure vanno incontro alla B-
ossidazione mitocondriale; tuttavia, in caso di eccesso di SFA si puo verificare la loro conversione
in metaboliti tossici quali DAG (Diacilglycerol) e ceramidi e I'intensificazione della B-ossidazione
mitocondriale, la quale, quando non associata a un incremento della richiesta energetica, porta ad
una ossidazione non completa e alllaumento dei ROS (Reactive Oxygen Species). Questi eventi
sfociano nell'insorgenza di stress ossidativo, insulino-resistenza, inflammazione e apoptosi. (B) |
MUFA (Monounsaturated Fatty Acid) e i PUFA (Polyunsaturated Fatty Acid) sono in grado di
proteggere dalla lipotossicita indotta dagli SFA (Saturated Fatty Acid) riducendo I'accumulo
intracellulare di DAG (Diacilglycerol) e ceramide attraverso I'aumento della sintesi dei TAG
(Triacilglycerol), della B-ossidazione mitocondriale, dell’espressione di proteine coinvolte nei
pathways legati all’'ossidazione degli acidi grassi e del grado di insaturazione dei fosfolipidi di
membrana. La riduzione dei livelli di DAG e ceramide ha delle ricadute positive sulla vitalita
cellulare (riduzione dell’apoptosi), sull’infammazione (riduzione della secrezione di citochine
proinfiammatorie) e sull’insulino-resistenza. | MUFA e i PUFA sono in grado di ripristinare il
signaling insulinico anche attraverso il recupero della fosforilazione di Akt e PI-3K e Ia
downregolazione della fosforilazione di p38 MAPK, JNK e PKC.
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Messaggi chiave

e Ipotesi di Randle: gli acidi grassi competono con il glucosio quali substrati ossidativi necessari per
generare energia a livello del muscolo scheletrico

e L’eccesso di disponibilita di acidi grassi inibisce marcatamente anche la capacita dell’insulina di
stimolare la velocita di glicogeno sintesi muscolare

o L’effetto inibitorio degli acidi grassi sull’utilizzo ossidativo e non ossidativo del glucosio insulino
stimolato a livello muscolare puo essere contrastato inducendo la riduzione degli acidi grassi
circolanti

o |'effetto deleterio degli acidi grassi a livello del muscolo puo essere mediato dall’alterazione della
trasmissione del segnale insulinico a livello post-recettoriale

o |'effetto deleterio degli acidi grassi a livello del muscolo puo essere mediato da disfunzione
mitocondriale.

Ipotesi patogenetica

L'insulino resistenza e definita come un’alterata efficienza con cui linsulina controlla il
metabolismo del glucosio a livello degli organi periferici (1). L'insulino resistenza gioca quindi un
ruolo chiave nella patogenesi del diabete di tipo 2, ne costituisce una caratteristica fenotipica
comune, puo essere determinata decenni prima dell’insorgenza dell’iperglicemia franca ed e il
marker di predizione di insorgenza della malattia in soggetti con famigliari affetti da diabete (2).
Esiste una visione lipocentrica dell’insulino resistenza, secondo la quale, I’alterata azione insulinica
€ la conseguenza di cronicamente aumentati livelli plasmatici di acidi grassi (3, 4) e a questo
concetto ci Si riferisce come lipotossicita.
Infatti, aumentate concentrazioni plasmatiche di acidi grassi liberi sono comuni in condizioni di
insulino resistenza come |'obesita e il diabete (5), ma anche prima che alterazioni eclatanti
dell’omeostasi glucidica siano evidenti come in soggetti a rischio piu elevato di sviluppare il

diabete nel futuro (6). Anche I"'accumulo intra-miocellulare di acidi grassi sotto forma di trigliceridi,



misurato mediante risonanza magnetica in spettroscopia dell’lH, si associa al grado di insulino
resistenza sistemica (7).
E possibile quindi che un’alterazione precoce del metabolismo degli acidi grassi possa determinare
o contribuire alla patogenesi dell’insulino resistenza. A sostegno di questa ipotesi & stato
dimostrato che gli effetti deleteri indotti dall’eccesso di disponibilita degli acidi grassi sul
metabolismo insulino-mediato di glucosio in soggetti giovani sani (8), sono sovrapponibili alle
alterazioni del metabolismo muscolare del glucosio riscontrabili nei pazienti con diabete franco (9)
o prediabete (10).
La condizione di bilancio energetico positivo dovuta all'eccesso calorico alimentare, in associazione
a fattori ambientali, metabolici e genetici, & probabilmente la causa scatenante dell’accumulo di
grassi nei tessuti cui puo seguire l'insorgenza d’insulino resistenza nell’organismo in toto. L'ipotesi
di base & quindi che alterazioni del metabolismo degli acidi grassi, dovute a (1) aumentato apporto
di calorie o grassi nella dieta non gestibile metabolicamente dai vari organi, (2) ridotto controllo
della lipolisi e della triglicerido-sintesi a livello del tessuto adiposo con conseguente aumento di
flusso di acidi grassi ai tessuti periferici, (3) primitiva ridotta efficienza delle vie ossidative a livello
mitocondriale degli acidi grassi negli organi periferici, possano essere responsabili della

lipotossicita che in particolare a livello muscolare si manifesta con I'insulino resistenza.

L’ipotesi di Randle e I'utilizzo ossidativo dei substrati

Circa mezzo secolo fa Randle et al. (11, 12) hanno dimostrato prima in vitro poi in vivo in modelli
animali che gli acidi grassi competono con il glucosio quali substrati ossidativi necessari per
generare energia a livello del muscolo scheletrico. || meccanismo biochimico e stato ben descritto
e prevede che 'ossidazione degli acidi grassi causi un accumulo intra-mitocondriale del rapporto
acetil-CoA/CoA e del rapporto NADH/NAD con conseguente inibizione della piruvato deidrogenasi

che a sua volta determina incremento della concentrazione del citrato responsabile dell’inibizione



della fosfo-frutto-chinasi con accumulo intracellulare di glucosio-6-fosfato. L’incremento
intracellulare di questo substrato chiave nella regolazione del metabolismo del glucosio provoca
I'inibizione della esochinasi Il che a catena innesca una riduzione della capacita di incorporare il
glucosio a livello della cellula muscolare scheletrica (11, 12).
Studi successivi a questi famosi esperimenti di Randle hanno poi confermato questa ipotesi anche
in vivo nell’'uomo, nell’organismo in toto (13-15) e nel muscolo scheletrico utilizzando la tecnica
del clamp insulinico combinata ad esperimenti eseguiti localmente a livello dei muscoli
dell’lavambraccio (16). Questo effetto in vivo nell'uomo a livello del muscolo scheletrico richiede
qualche ora (circa 3) prima di manifestarsi pienamente in queste condizioni sperimentali (17, 18) e
questo € uno dei motivi per cui alcuni autori che hanno eseguito studi di piu breve durata non

riuscirono in passato a confermare questo effetto in vivo degli acidi grassi (19-21).

Oltre I'ipotesi di Randle; un effetto che non si limita all’utilizzo ossidativo dei substrati

Studi successivi, eseguiti in vivo e di tipo quantitativo, hanno dimostrato che la riduzione
dell’utilizzo ossidativo del glucosio determinata dall’laumentata disponibilita di acidi grassi
sperimentalmente indotta poteva spiegare la riduzione di solo 1/3 del ridotto metabolismo
muscolare del glucosio (17, 18). L'aumentata disponibilita di acidi grassi doveva quindi alterare
anche I'utilizzo non ossidativo del glucosio (9, 22). Infatti Roden et al (8) misurando direttamente
la sintesi di glicogeno muscolare utilizzando metodiche di risonanza magnetica nucleare in
spettroscopia del 13C durante clamp insulinico in individui sani in condizioni di eccesso di
disponibilita di acidi grassi, ha dimostrato una marcata riduzione della capacita dell’insulina di
stimolare la velocita di glicogeno sintesi, supportando l'ipotesi di un effetto degli acidi grassi in
eccesso che non si limita all’utilizzo ossidativo del glucosio ma anche a quello non ossidativo. |
meccanismi per mezzo dei quali questo effetto interessi anche la glicogeno sintesi muscolare e

tuttora ragione di un dibattito acceso tra i ricercatori. Nello studio di Roden et al oltre alla



misurazione in vivo e real-time della glicogeno sintesi venne eseguita anche la determinazione del
glucosio-6-fosfato intramuscolare alternando alla spettroscopia del carbonio-13, quella del
fosforo-31. Il riscontro di livelli intramuscolari ridotti di questo substrato non supportavano
I'ipotesi di un deficit dipendente dagli acidi grassi a livello distale, e specificatamente di azione a
livello della glicogeno sintetasi (cui dovrebbe corrispondere un aumento del glucosio-6-fosfato
intramuscolare). Venne allora ipotizzato che il difetto indotto si manifestasse a livello di uptake

intracellulare del glucosio (a livello di Glut-4 ad esempio) o di fosforilazione del glucosio.

La riduzione della disponibilita di acidi grassi determina un miglioramento dell'insulino
sensibilita muscolare

Eseguendo un esperimento inverso a quelli descritti finora, esiste la possibilita di ottenere la
riduzione della disponibilita di acidi grassi circolanti inibendo in vivo nell’'uomo la velocita di lipolisi
a livello del tessuto adiposo utilizzando un approccio farmacologico con Acipimox. In soggetti non
diabetici, ma con elevato rischio di sviluppare la malattia sulla base di un background familiare
(entrambe i genitori affetti da diabete di tipo 2) questo approccio farmacologico, in parallelo alla
riduzione degli acidi grassi liberi circolanti, ha indotto un significativo miglioramento del grado di
insulino resistenza a livello muscolare di questi individui (23). Questi studi hanno inoltre permesso
di dimostrare che I'effetto metabolico benefico indotto dalla riduzione degli acidi grassi non si
accompagnava a significative alterazioni dei livelli circolanti dei piu comuni modulatori
dell'inflammazione sistemica suggerendo che il meccanismo non potesse dipendere

dall'inflammazione stessa ma da altri fattori.

Gli acidi grassi in eccesso possono determinare alterazione del segnale insulinico nel muscolo
scheletrico

Rimane aperta la domanda relativa a come gli acidi grassi possano indurre queste alterazioni
metaboliche nel muscolo scheletrico capaci di ridurre la capacita di metabolizzare

appropriatamente il glucosio.



L’inibizione del trasporto del glucosio indotto dagli acidi grassi a livello muscolare potrebbe essere
mediata da un effetto diretto sullo specifico trasportatore muscolare (Glut-4) mediante ad
esempio un’interferenza nel traffico, produzione e nella fusione a livello di membrana delle
vescicole che trasportano a livello intracellulare il Glut-4. Non deve essere pero trascurata l'ipotesi
che l'effetto sia mediato piu a monte, a livello di trasmissione del segnale insulinico. Infatti,
ottenendo biopsie muscolari durante studi di incremento della concentrazione degli acidi grassi
circolanti come quelli descritti precedentemente, € stato possibile documentare che [l'attivita
dell’insulin receptor substrate-1 (IRS-1) e della PI-3 chinasi ad esso associata potevano venire
aboliti (24). Inoltre, la mancata attivita di queste proteine convolte nella trasmissione del segnale
insulinico intracellulare si associava all’attivazione della proteina-chinasi C-theta, nota per essere
attivata dal diacil-glicerolo (25).
Lipotesi che si potrebbe delineare per spiegare come gli acidi grassi determinino a livello
muscolare l'insulino resistenza € quindi quella secondo la quale I'incremento di diacilglicerolo e
degli acidi grassi CoA a livello muscolare induca [Iattivazione di una cascata di
fosforilazioni/defosforilazioni sull’IRS-1 che, incapace a questo punto di attivare PI-3 chinasi,
indurrebbe la mancata attivazione del trasporto del glucosio e di tutti gli eventi a valle implicati

nella regolazione del metabolismo ossidativo e non ossidativo del glucosio (26).

Gli acidi grassi possono determinare disfunzione mitocondriale

Alternativamente, & ben noto che & possibile dimostrare una alterata funzione mitocondriale nel
muscolo scheletrico di diversi modelli in vivo nell’'uomo di insulino resistenza (27-29). Soggetti non
diabetici ma a rischio di diventarlo nel futuro per il background genetico ipotizzato sulla base della
loro storia familiare di diabete sono caratterizzati da alterazioni del metabolismo energetico
nell’organismo in toto (30) che possono dipendere da uno specifico difetto metabolico muscolare.

Infatti, quando indagati con I'utilizzo della risonanza magnetica in spettroscopia del 31P e stato



osservato che oltre all’anomalo accumulo di trigliceridi intramuscolari questi soggetti hanno anche
un deficit mitocondriale di fosforilazione ossidativa e una ridotta velocita di sintesi di ATP insulino
stimolata (27). Questa disfunzione mitocondriale a livello del muscolo scheletrico era stata
proposta come una possibile causa di alterato utilizzo ossidativo degli acidi grassi nei pazienti con
diabete di tipo 2 (29), ma anche é stata osservata indipendentemente dal diabete anche in
associazione all'insulino resistenza tipica degli individui anziani (31).
In una visione opposta, la disfunzione mitocondriale potrebbe essere secondaria all’eccessivo
flusso di acidi grassi dalla periferia, infatti in soggetti sani normali un aumento anche fisiologico
degli acidi grassi circolanti sostenuto nel tempo per almeno tre giorni induce una riduzione della
sintesi di ATP mitocondriale nel muscolo scheletrico (32). Indipendentemente dal fatto che il
deficit mitocondriale possa essere secondario all’eccessiva disponibilita di substrato o al contrario
che il deficit mitocondriale possa essere concausa dell’accumulo intramuscolare di lipidi, entrambi
i meccanismi possono essere alla base di un ciclo sfavorevole che si auto-mantiene nel tempo che
a seguito del danno mitocondriale porta ad una eccessiva produzione delle specie reattive
dell’ossigeno (ROS) (33). In questo senso un ruolo importante viene attribuito al PPAR-alpha
coattivatore 1 (un regolatore trascrizionale di geni coinvolti nella regolazione della biogenesi
mitocondriale e dell’utilizzo ossidativo degli acidi grassi). Sono stati infatti riconosciuti, nell’ipotesi
di deficit primario mitocondriale, dei comuni polimorfismi di PPAR-alpha coattivatore 1 sia in una
popolazione danese (34) che negli Indiani Pima (35). Inoltre, nell’ipotesi di un deficit secondario ad
esempio al diabete, e stato osservato che nel muscolo scheletrico dei pazienti con diabete di tipo 2
esiste una riduzione dell’'espressione di geni coinvolti nella regolazione del PPAR-alpha
coattivatore 1 (36, 37).
Da ultimo nello sforzo di documentare un esperimento opposto a quelli tradizionali, quando

Acipimox e stato utilizzato per inibire la disponibilita sistemica di acidi grassi, questo intervento ha



restaurato la sintesi mitocondriale di ATP del 50% con una stretta correlazione con la riduzione
degli acidi grassi circolanti da un lato e con il miglioramento dell’insulino sensibilita dell’organismo

in toto, dall’altro (38).

Conclusioni

L'aumentata disponibilita in circolo di acidi grassi & responsabile in vivo nell’'uomo di ridotta
sensibilita insulinica muscolare che si traduce in una ridotta capacita ossidativa e non ossidativa
(glicogeno sintesi) in condizioni di stimolo insulinico. Questo effetto deleterio degli acidi grassi si
manifesta e diventa pienamente quantificabile nell’arco di circa 3 ore e ha le stesse caratteristiche
del difetto metabolico muscolare che affligge i pazienti con diabete pienamente manifesto.
| meccanismi per mezzo dei quali gli acidi grassi innescano insulino resistenza a livello del muscolo
scheletrico sono diversi e tutti sperimentalmente documentati con esperimenti in vivo nei modelli
animali e nell'uomo. Un’alterazione della trasmissione del segnale insulinico a livello recettoriale e
post recettoriale costituisce 'ipotesi probabilmente piu robusta anche se non si pud escludere un
contributo dell’attivazione delle vie metaboliche intracellulari pro-inflammatorie, e piu
recentemente sono cresciute le evidenze sperimentali a supporto di un a danno funzionale e
possibilmente morfologico a livello dei mitocondri intramuscolari con conseguente alterazione del
metabolismo energetico muscolare ed eccessiva produzione di ROS in questa sede.
L’esatta identificazione dei meccanismi capaci di determinare l'insulino resistenza indotta dagli
acidi grassi costituisce a tutt’oggi un focus della ricerca particolarmente interessante perché
aprirebbe alla prospettiva di poter interferire anche farmacologicamente sia in prevenzione

primaria che secondaria del diabete di tipo 2.
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4. EFFETTI DEGLI ACIDI GRASSI SULL’ENDOTELIO E SULL’APPARATO VASCOLARE
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Messaggi chiave

e Alivello dell’endotelio gli AG inducono stress ossidativo, inflammazione, minore sintesi e
biodisponibilita di NO ed apoptosi.

e Nella cellula muscolare liscia gli AG inibiscono la proliferazione, potenziano I'espressione di LOX-1 ed
incrementano I'espressione di MMP-2 ed MMP-9.

e In vivo manipolazioni sperimentali degli AG (soprattutto saturi) sono in grado di indurre disfunzione
endoteliale, tuttavia le alterazioni della funzione endoteliale osservate nei soggetti obesi o diabetici
non sembrano dipendere dai valori modestamente elevati di AC circolanti.

e Se da un lato nel miocardio disfunzionante I'ossidazione di acidi grassi risulta parzialmente
compromessa e ridotta e la flessibilita metabolica, dall’altro sembra che l'inibizione dell’ossidazione
lipidica possa esercitare un effetto positivo sull’inotropismo. Se e come i livelli circolanti di AG siano
coinvolti in queste alterazioni non e chiaro.

e In termini di prevenzione cardiovascolare la supplementazione con acidi grassi omega 3 non sembra
essere efficace nei pazienti con diabete.

Metabolismo lipidico nelle CE

Le lipoproteine di tipo VLDL, ma non i chilomicroni, possono entrare nella cellula endoteliale
attraverso un meccanismo di tipo fagocitosi ed andare incontro a lipolisi intracellulare (1), la
cellula & poi in grado anche di sintetizzare trigliceridi da acidi grassi (2), i quali si possono
depositare sotto forma di gocce lipidiche ed in questo modo puo fare da tampone nei confronti
dei gradienti plasmatici acuti (3). La cellula possiede anche il corredo enzimatico (ATGL e lipasi
ormono-sensibile) per idrolizzare le gocce lipidiche in modo da modulare la fornitura di substrati
altamente energetici in base alle esigenze del tessuto vicino (3). La lipasi delle lipoproteine,
sintetizzata dal tessuto adiposo e da quello muscolare, viene trasferita sulle cellule endoteliali
dove idrolizza i trigliceridi circolanti ad acidi grassi. L’albumina lega la maggior parte di acidi grassi
che provengono dall’idrolisi delle lipoproteine ed e indispensabile per prevenire I'effetto tossico

degli acidi grassi liberi sulla permeabilita, in loro assenza infatti nel tessuto si ha formazione di



edema e compromissione degli scambi metabolici con il tessuto (1). Gli AG vengono trasportati
attraverso la membrana cellulare con due modalita (4): mediante un meccanismo di diffusione
passiva (tipo flip/flop), oppure attraverso un ingresso facilitato per mezzo di una o piu molecole
specializzate presenti sulla membrana (CD36, FATP1-5). Vengono poi ossidati a livello
mitocondriale mediante il sistema carnitina/CPT1a. All'interno della cellula, data la loro bassa
solubilita acquosa, gli AG sono legati a molecole trasportatrici (FATPs) che regolano la loro
biodisponibilita a fini ossidativi ed il loro trasferimento al tessuto piu vicino. Nonostante I'ampia
disponibilita di substrato la CE e in grado anche di sintetizzare lipidi de novo e questo sembra
avere un ruolo importante per mantenere la permeabilita e la sintesi di eNOS (5). In termini
energetici il contributo dell’ossidazione lipidica € piccolo (circa 10%) e sembra che il loro ruolo sia
quello di sostenere il ciclo degli acidi tricarbossilici per la sintesi di biomassa (DNA/RNA) in modo
molto selettivo dato che questo processo non sembra possa essere sostenuto dal metabolismo
glucidico o della glutammina (5). Un eccesso di AG circolanti & in grado di incrementare lo stress
ossidativo intracellulare attraverso I'attivazione della NADPH ossidasi (NOX4) e l'inattivazione di

eNOS assieme alla concomitante sintesi de novo di diacilglicerolo (DAG) mediata da PKC (6).

Effetti degli acidi grassi sulle cellule endoteliali

L'acido palmitico a concentrazioni fisiologiche (100 pmol/L) induce una risposta di tipo
infiammatorio (attivazione del segnale NF-kB, espressione di IL-6 e di ICAM) indotta dall’accumulo
intracellulare di superossidi che fa seguito all’attivazione dell’enzima NADPH ossidasi (NOX4) la
quale sembra mediata dai recettori tipo toll-4 (7, 8). L’attivazione di NFk-B & anche responsabile
della disfunzione endoteliale, intesa sia come ridotta produzione di ossido nitrico (NO) causata da
una ridotta fosforilazione dell’ossido nitrico sintetasi (eNOS), sia come una sua ridotta
biodisponibilita dovuta all’eccesso di radicali liberi di ossigeno (7). Alla formazione di superossidi

concorre anche la produzione autocrina e paracrina di prostanoidi da parte dell’enzima ciclo



ossigenasi COX-2 (9). Alla ridotta funzione dell’enzima eNOS concorre anche I'alterazione della
regolazione del calcio intracellulare (piu elevato a riposo e meno responsivo agli agonisti) la quale
sembra secondaria ad un accumulo di PKC (10).
La sovraesposizione a radicali di ossigeno indotta dagli AG e poi anche causa di apoptosi (11, 12).
L'effetto dei diversi tipo di acidi grassi sull’apoptosi sembra, stranamente, proporzionale al
numero di doppi legami (PUFA>MUFA>S) e, cosa interessante, € stato riprodotto anche
cimentando cellule HUVEC con il plasma di soggetti con valori elevati di AG (327 umol/L), mentre
non si verificava con il plasma degli stessi soggetti contenente valori bassi di AG (56 umol/L) (13).
Anche il sistema renina angiotensina (Figura 1) partecipa alla trasduzione degli effetti negativi
degli AG sull’endotelio, anche se in modo indiretto. Gli AG infatti, inducono I'attivazione del RAS
nei monociti e nei polimorfonucleati circolanti i quali interferiscono negativamente con le cellule
endoteliali attraverso il rilascio dell’enzima mielo perossidasi (14). | monociti incubati con AG
mostrano un incremento dei radicali liberi dell’ossigeno ed una maggiore espressione di molecole

di adesione (CD11b) (15).

Acidi grassi e cellule muscolari lisce

Gli AG saturi come il palmitico e lo stearico promuovono I'apoptosi anche nelle cellule muscolari
lisce vascolari, un effetto che risulterebbe attenuato dagli AG mono insaturi come il palmitoleico e
I'oleico (16). Recentemente in uno studio molto accurato (17) sono stati ulteriormente chiariti gli
effetti dei diversi AG senza che emergessero differenze sostanziali. Infatti, in cellule muscolari lisce
di aorta di ratto sia gli acidi grassi saturi (palmitico) che mono insaturi (oleico) inibiscono la
proliferazione mediante induzione di autofagia, inoltre entrambi potenziano |'espressione del
recettore responsabile dell'ingresso di LDL ossidate (LOX-1) ed incrementano |'espressione di

MMP-2 ed MMP-9. Nel loro insieme tali studi suggeriscono che entrambe le classi di AG, agendo



sul rimodellamento vascolare e I'ingresso di LDL ossidate, possano contribuire alla crescita e alla

destabilizzazione della placca aterosclerotica.

Acidi grassi e funzione endoteliale nell’'uomo

Nelle investigazioni cliniche la funzione endoteliale puo essere studiata in 4 distretti: le arterie
coronariche, I'arteria brachiale, I'arteria femorale e nel microcircolo sottocutaneo. E possibile
esplorare la funzione di piccoli vasi di resistenza misurando la risposta del flusso (di solito con
pletismografia o il metodo della diluzione) ad una sostanza infusa nel vaso in grado di indurre il
rilascio di ossido nitrico (acetilcolina, metacolina, bradichinina). Alternativamente si puo valutare
la funzione delle arterie di conduttanza misurando la variazione del diametro del vaso (ecografia,
angiografia) che viene indotta dall’accelerazione del flusso prodotta applicando una brusca
vasodilatazione (ischemia, papaverina) a valle del vaso (flow-mediated dilatation o FMD). In tutti i
casi & necessario sempre misurare anche la risposta non-endotelio mediata (cioé delle cellule
muscolari lisce) applicando sostanze che rilasciano direttamente NO come il sodio nitroprussiato
od i nitroderivati. Questo per verificare l'integrita della risposta della muscolatura liscia del vaso
altrimenti non e possibile stabilire se I’eventuale ridotta risposta dipenda interamente e solo dalla
disfunzione dell’endotelio.
Il primo lavoro che ha dimostrato I'effetto negativo degli AC sulla funzione vasodilatante
endoteliale € quello del gruppo di Alain Baron ad Indianapolis. | livelli di AG sono stati triplicati e
decuplicati mediante I'infusione di una miscela di lipidi (con eparina per attivare la lipoprotein
lipasi) a 2 velocita diverse oppure raddoppiati mediante la soppressione della secrezione insulinica
con somatostatina. In tutti e tre gli esperimenti la risposta di flusso (diluizione termica) alla
metacolina (intra femorale) si & ridotta di poco (del 20%) senza una chiara evidenza di dose-
risposta (18). Qualche anno dopo il gruppo di Angelo Avogaro a Padova ha dimostrato che I'effetto

negativo (questa volta pil sostanzioso, del 40%) era presente sia infondendo acidi grassi a catena



lunga che quelli a catena media; da notare che in questo studio i livelli di AG erano decuplicati
rispetto al basale (19). Per quanto concerne i meccanismi, in questo studio il pretrattamento con
ASA (per bloccare la COX-2) non modificava la risposta mentre in uno studio successivo il gruppo di
Roden M. in Vienna(20) ha dimostrato che la vitamina C previene I'effetto negativo degli AG a
suggerire il ruolo preponderante dell’accumulo di radicali di ossigeno non mediato dalla COX-2.
Un ruolo del sistema renina angiotensina sembra suggerito dalla singolare osservazione che oltre
alla vitamina C anche una singola dose di perindopril oppure di losartan era in grado di prevenire
la disfunzione endoteliale mediata dagli AG (21). E interessante notare che gli stessi di cui sopra ed
anche altri (22) hanno segnalato un incremento di flusso basale in risposta all’infusione di lipidi
con eparina a suggerire che I'effetto sul tono vascolare basale possa essere opposto a quello
stimolato.

Se gli elevati livelli di AG che si riscontrano nelle condizioni di insulino resistenza siano responsabili
della disfunzione endoteliale, che ad essa spesso si associa, non € chiaro. L'unico studio che ha
affrontato questa domanda & quello del gruppo di Stehouwer (Amsterdam) ed ha dato un esito
sostanzialmente negativo (23). Mentre in soggetti magri I'infusione di lipidi ed eparina induceva
disfunzione endoteliale, in soggetti obesi né la risposta microcircolatoria all’acetilcolina né quella
al nitroprussiato venivano modificate dalla somminstrazione di acipimox (un farmaco in grado di
ridurre significativamente gli acidi grassi circolanti). Anche in cronico la riduzione farmacologica
degli AG non sembra influenzare la funzione endoteliale. In soggetti con dislipidemia ed
aterosclerosi la terapia ipolipemizzante aggressiva con fibrati e/o niacina non ha effetto sulla
funzione endoteliale dei vasi di conduttanza (24, 25).
Dati indiretti di conferma alla scarsa rilevanza degli acidi grassi nella patogenesi della disfunzione
endoteliale emergono anche da studi in cui l'intervento era mirato a migliorare la sensibilita

insulinica e si € andati a cercare se il gradiente plasmatico di concentrazione di AG potesse



giustificare il miglioramento osservato. Lo abbiamo fatto noi nello studio con il rosiglitazone (26),
lo ha fatto la Yki Yarvinen nello studio con l'insulina (27) e lo hanno fatto negli studi di intervento
sullo stile di vita (28): in nessun caso lo variazioni di AG plasmatici correlavano con il
miglioramento della funzione endoteliale. Un’altra osservazione molto interessante e quella fatta
dal gruppo di Vienna (Roden M) che ha dimostrato che la terapia cronica con PPAR-gamma
agonisti (Rosiglitazone) non solo & in grado di prevenire I'effetto negativo degli AG sulla funzione
endoteliale (29), ma anche attenua l'incremento di AG indotto dall’infusione di trigliceridi ed
eparina.

Infine, ci sono i dati con la dieta. Tra gli AG assunti con la dieta quelli che sembrano avere un
effetto peggiore sulla funzione endoteliale sono i saturi in ragione proporzionale al numero di
doppi legami (30); tuttavia, la manipolazione dell'introito alimentare del rapporto tra insaturi e
saturi non & in grado di ripristinare la FE nei soggetti in cui & compromessa (31). Neppure la
supplementazione con EPA+DHA (32) modifica la FE, mentre I'incremento selettivo di omega-3
sembra indurre un effetto positivo (33). Mediante lo stesso approccio (FMD) si & visto come
I'ingestione di acidi grassi saturi (stearato) provochi una riduzione della risposta del 20%, mentre i
PUFA, non solo la migliorano (+20%), ma sono in grado di prevenire I'effetto negativo dei grassi
saturi quando vengano ingeriti contestualmente (34). Una distinzione importante sembra
emergere tra gli AG in merito al loro effetto sulla funzione endoteliale: da una parte i cattivi (AG

saturi e mono insaturi) e dall’altra i buoni (poli insaturi).

Acidi grassi e funzione cardiaca

In modelli animali la disfunzione contrattile miocardica si associa a una minore ossidazione di acidi
grassi e un maggior utilizzo di glucosio a fini energetici (35). Inoltre, nel miocardio disfunzionante,
non si verifica lo shift ossidativo da acidi grassi a glucosio che e presente nel miocardio sano in

risposta ad uno stimolo inotropico (36). Se questo sia un meccanismo di adattamento (maggiore



efficienza energetica dei carboidrati) oppure sia causa di progressione di malattia non e chiaro.
Alcuni piccoli studi suggeriscono che inibire 'ossidazione di AG possa produrre un miglioramento
della funzione contrattile in modelli animali e nei pazienti con scompenso. La condizione di
disglicemia, sembra indurre un’esasperazione di questa alterazione metabolica: lo shift a
carboidrati e piu accentuato in condizioni di riposo e la flessibilita metabolica miocardica in
risposta agli stimoli & ancora piu ridotta (37). Se questo possa essere causato dall’eccesso di AG
che si associa alla disglicemia oppure alle altre alterazioni che caratterizzano la condizione, non e

chiaro.

| trial clinici cardiovascolari di intervento

Sebbene studi epidemiologici abbiano riscontrato associazione tra i livelli di omega 3 e l'incidenza
di malattie CV nella popolazione generale, dati piu recenti (38) e i risultati degli studi di intervento
non hanno fino ad oggi dato grandi soddisfazioni. Nei pazienti con diabete ad esempio lo studio
ORIGIN non ha dimostrato che la supplementazione di omega 3 polinsaturi in soggetti con elevato
rischio CV sia in grado di prevenire gli eventi maggiori (39). Una recente revisione sistematica della
societa americana di cardiologia (AHA) (40) ha rivisto a ribasso anche la raccomandazione di livello
Ila del 2002 nella prevenzione della morte improvvisa (-10%) in soggetti con malattia CV che &
stata retrocessa a llb; e inoltre ha definito come non raccomandato I'uso di omega 3 nella

prevenzione dell’ictus o della fibrillazione atriale.

Conclusioni

In termini potenziali gli AG, soprattutto quelli saturi, sono in grado di produrre danno a livello
dell’endotelio, tuttavia la mia impressione & che questo in vivo si verifichi solo in condizioni
estreme di dieta o di attivazione della lipolisi endogena come ad esempio nelle condizioni di stress

acuto. Non credo che i valori modestamente elevati di AG che caratterizzano condizioni piu



croniche come l'obesita, il diabete e I'insulino-resistenza possano essere i principali responsabili
della disfunzione endoteliale che comunemente si osserva in quei pazienti. L’endotelio riconosce
un gran numero di effettori negativi e positivi (Figura 2) ed e dalla loro globale
attivazione/interazione che si determina lo stato funzionale, influenzato anche dalle
caratteristiche dello specifico settore circolatorio (vasi di conduttanza, resistenza, e microcircolo) e

del tessuto irrorato (miocardio, cervello, muscolo scheletrico, tessuto adiposo).
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Figura 1. Schema dei meccanismi molecolari attraverso cui gli acidi grassi modulano la funzione

endoteliale.
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Figura 2. Schema dell’insieme dei fattori che sono in grado di influire in modo negativo sulla
funzione endoteliale. Le frecce tratteggiate indicano un’interazione negativa, quelle continue una
relazione positiva.
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Messaggi chiave

e la qualita piuttosto che la quantita dei grassi della dieta influenza il rischio di sviluppo di diabete
mellito tipo 2 (DM2).

e |l consumo degli acidi grassi n-6 PUFA e dei MUFA contenuti nell’olio di oliva si associa ad una
riduzione del rischio di DM2 mentre nessun effetto & osservato con il consumo di n-3 PUFA a lunga
catena.

e |l consumo di SFA non si associa ad un aumento del rischio di DM2 negli studi di popolazione;

tuttavia, un’associazione positiva e riportata per le maggiori fonti di SFA, come le carni rosse e
quelle processate.

e |l consumo di acidi grassi trans prodotti industrialmente aumenta il rischio di DM2 mentre evidenze
limitate indicano un possibile ruolo protettivo sia degli SFA minori che degli acidi grassi trans
derivanti dai ruminanti.

e La qualita degli acidi grassi della dieta influenza il profilo di rischio cardio-metabolico; in particolare
la sostituzione degli SFA e dei CHO con i MUFA migliora il profilo lipidico, la pressione arteriosa e il
controllo glicemico.

Introduzione

| grassi della dieta influenzano il rischio di sviluppo di Diabete Mellito tipo 2 (DM2) e il profilo di
rischio cardio-metabolico nei pazienti con malattia conclamata. Sebbene una dieta a basso
contenuto in grassi sia stata per anni raccomandata ai pazienti affetti da diabete mellito e ai
soggetti non diabetici, i risultati degli studi epidemiologici sull’associazione dei grassi totali della
dieta con il rischio di sviluppo di DM2 o con l'insulino-sensibilita sono abbastanza controversi.
Alcuni studi riportano che un consumo elevato di grassi con la dieta si associa a obesita, a un
aumento della massa grassa e a un’alterata distribuzione del grasso corporeo, fattori capaci di
peggiorare la sensibilita insulinica, di influenzare il metabolismo del glucosio e incrementare il
rischio di DM2 (1, 2). Altri studi, condotti in modelli animali e sul’'uomo, mostrano che ¢ la qualita
dei grassi piuttosto che la quantita ad influenzare il rischio (3, 4); essa, infatti, influenza la
sensibilita insulinica indipendentemente dall’obesita oltre che il profilo lipidico plasmatico, la

pressione arteriosa, la funzione endoteliale e I'inflammazione subclinica.



Effetti della quantita dei grassi della dieta sul rischio di sviluppo di Diabete Mellito tipo 2

Nelle scorse decadi studi condotti su piccoli campioni di popolazione mostravano un’associazione
positiva tra consumo di grassi totali, grassi saturi (SFA) e rischio di DM2 (1, 5). In particolare, nel
San Luis Valley Diabetes Study i soggetti che sviluppavano DM2 avevano un consumo piu alto di
grassi totali (>43% vs <39%) e SFA, e un rischio di circa sei volte piu elevato per un incremento di
40 g/die di grassi totali (5). Tale effetto era confermato nelle coorti Olandese e Finlandese del
Seven Countries Study, durante un follow-up di 20 anni (1) e da uno studio di Vessby et al. (6) che
mostrava un aumento del rischio di DM2 nei soggetti che presentavano una percentuale piu alta di
SFA e acido palmitoleico (16:1 omega-7) negli esteri del colesterolo sierico e una concentrazione
pil bassa di acido linoleico (18:2 omega-6). Tale associazione non é stata, pero, confermata negli
studi prospettici condotti su grandi coorti e con un lungo follow-up: il Nurses’Health Study (7),
I'lowa Women’s Healthy Study (8) e I'European Prospective Study (EPIC) (9), e da uno studio
d’intervento controllato nel quale la riduzione dei grassi della dieta dal 34% a 26% dell’energia
totale giornaliera in soggetti con alterata tolleranza al glucosio non influenzava il rischio di DM2
durante i 5 anni di follow-up (10). Al contrario, altri studi controllati di lunga durata hanno
mostrato che un ridotto intake di grassi totali e di SFA, in combinazione con una modesta
riduzione del peso corporeo, associato a un incremento delle fibre vegetali e a un modesto
incremento dell’attivita fisica, riduce il rischio di DM2 in soggetti con ridotta tolleranza al glucosio
(11, 12). In particolare, nel Finnish Diabetes Prevention Study, il piu alto rischio di DM2 si associa a
una dieta ricca in grassi e povera in carboidrati (CHO), mentre una dieta ridotta in grassi e pil ricca

in CHO ha un effetto protettivo (13).



Effetti della qualita dei grassi della dieta sul rischio di sviluppo di Diabete Mellito tipo 2

Acidi grassi saturi e trans

Gli acidi grassi saturi contenuti prevalentemente negli alimenti sono: I'acido laurico (C12:0), I'acido
miristico (C14:0), I'acido palmitico (C16:0) e 'acido stearico (C18:0). Tali acidi grassi si trovano
principalmente in prodotti di origine animale quali burro, latte e derivati, carne, carne processata,
uova e in alcuni prodotti vegetali quali cioccolato, burro di cacao e oli di palma e di cocco.
Con l'eccezione degli studi sopra riportati (1-6), nessuna associazione tra consumo di SFA e rischio
di DM2 é stata osservata nelle coorti del Nurses’Health Study (7), delllowa Women’s Healthy
Study (8), dell’European Prospective Study (EPIC) (9) e del Women Health Initiative (14). Tuttavia,
e stata osservata un’associazione positiva tra le maggiori fonti di grassi saturi, come le carni rosse
e processate, e il rischio di DM2 (15, 16) e un’associazione inversa con il consumo di yogurt e
prodotti lattiero-caseari a basso contenuto in grassi (17). Recentemente, lo studio PREDIMED ha
mostrato (18) che il piu alto consumo di SFA e di grassi animali raddoppia il rischio di DM2 sia
nell’analisi eseguita su tutti i partecipanti allo studio che in quella effettuata nei soggetti assegnati
al trattamento con dieta Mediterranea. L’associazione del consumo degli SFA con il rischio di DM2
e supportata da diversi studi epidemiologici che analizzano il rapporto degli acidi grassi nei
fosfolipidi plasmatici e negli esteri del colesterolo, biomarcatori d’intake dei grassi della dieta.
Questi studi riportano che i livelli di SFA totali, di acido palmitico e di acido stearico presenti nei
fosfolipidi e negli esteri del colesterolo correlano positivamente con il rischio di DM2 (19-22).
Nonostante le evidenze disponibili, I'associazione dei livelli sierici degli acidi grassi saturi (miristico,
palmitico e stearico) con il rischio di DM2 va interpretata con cautela in quanto questi oltre che di
origine alimentare possono derivare dalla lipogenesi de novo a partire dai CHO e dall’alcool e,
pertanto, non possono essere considerati in senso stretto marcatori d’intake di SFA.

Un’associazione inversa ¢, invece, stata osservata tra i livelli dei fosfolipidi sierici degli SFA minori,



quale I'acido pentadecanoico (C15:0) e I'acido eptadecanoico (C17:0), (acidi grassi a catena dispari
contenuti nel latte e derivati, nel pesce e nei prodotti marini) e rischio di DM2 sia negli studi caso-
controllo (19,23) che in quelli prospettici (24). Complessivamente i risultati di questi studi
suggeriscono un ruolo protettivo degli acidi grassi saturi a catena dispari sul rischio di DM2.
Gli acidi grassi trans di origine industriale sono contenuti nelle margarine, negli alimenti fritti in oli
parzialmente idrogenati e nei prodotti da forno. Esiste una forte evidenza che il consumo di questi
acidi grassi aumenta il rischio di malattie cardiovascolari; meno chiaro €, invece, il loro effetto sul
rischio di DM2. L’analisi combinata di cinque studi non ha mostrato alcuna associazione
significativa tra acidi grassi trans e rischio di DM2. Tale risultato va interpretato con cautela in
quanto questi studi presentano una notevole eterogeneita. Infatti, due di essi riportano una forte
associazione (7, 25) e tre nessuna (8, 26, 27). Inoltre, I'analisi combinata di 3 studi, che esclude
quelli con bias e riduce l'eterogeneita, mostra un incremento del 28% del rischio (28).
Per quanto riguarda, invece, gli acidi grassi trans derivanti dai ruminanti, quale I’acido trans-
palmitoleico contenuto nei prodotti lattiero-caseari, I'analisi degli studi che valuta I'associazione
dei livelli sierici di tale acido con il rischio di DM2 mostra una riduzione del rischio dal 24 al 54%
(23, 29). I risultati complessivi degli studi su acidi grassi trans e rischio di DM2 sembrano suggerire,
quindi, un effetto negativo degli acidi grassi trans ottenuti industrialmente e un ruolo protettivo

degli acidi grassi trans derivanti dai ruminanti.

Acidi grassi n-6 PUFA (acido linoleico)

L’acido linoleico (C18:2) € un acido grasso polinsaturo n-6 a media catena, essenziale, contenuto
negli oli di semi di mais, di girasole, di soia, di cotone e di cartamo. Gli studi mostrano che un
incremento dell’intake di acido linoleico dal 3% al 6%, in sostituzione dei CHO o degli SFA, riduce
del 20% il rischio di DM2 (7, 8, 9, 27) e tale associazione & confermata dall’analisi dei livelli di acido

linoleico nei fosfolipidi sierici (20-22).



Acidi grassi n-3 PUFA

Appartengono agli acidi grassi polinsaturi n-3 a lunga catena I'acido eicosapentaenoico C20:5 (n-3)
(EPA) e I'acido docosaesaenoico C22:6 (n-3) (DHA). Essi sono contenuti prevalentemente nei pesci
(salmone, aringhe, sgombro, trota, tonno etc.) e solo in piccole quantita nelle carni di selvaggina.
| risultati degli studi epidemiologici non concordano sull’effetto degli n-3 PUFA a lunga catena sul
rischio di DM2. Infatti, alcuni studi mostrano che un incremento del consumo di questi acidi grassi
di origine marina incrementa del 20-40% il rischio di DM2 (8, 30, 31), mentre i risultati di due
metanalisi non mostrano alcuna associazione (32, 33). L'assenza di associazione € confermata
anche dagli studi che valutano i livelli sierici di n-3 PUFA a lunga catena suggerendo che tali acidi
grassi non hanno  alcuna influenza sullo  sviluppo di  diabete tipo 2.
L’acido alfa-linolenico (C18:3) n-3 (ALA) & un acido grasso polinsaturo essenziale n-3 a media
catena, contenuto nell’olio di colza, di semi di lino e di noci e in piccole quantita nelle verdure a
foglie verdi. Una metanalisi di studi prospettici mostra che per un incremento del consumo di ALA
pari a 0.5 g/die il rischio di DM2 si riduce del 7% senza, pero, raggiungere la significativita
statistica. Tale trend si osservava anche quando si valutavano i livelli circolanti di ALA (6). Un solo
studio mostra una relazione inversa tra i livelli di ALA nei fosfolipidi sierici e il rischio di DM2 (20),
mentre la metanalisi di Wu et al (33) non mostra alcuna associazione. L'insieme di queste evidenze
suggerisce, quindi, un’assenza di effetto sul rischio di DM2 sia degli acidi grassi n-3 a lunga che

dell’acido alfa-linolenico.

Acidi grassi MUFA

Gli acidi grassi monoinsaturi (o acidi grassi monoenoici) sono: I'acido oleico C18:1 (cis-9) contenuto
nell’olio di oliva, l'acido palmitoleico C16:1 (cis-9) presente nei grassi del latte, negli oli di pesce,

nell'olio di colza e nel foie gras, I'acido vaccenico C18:1 (trans-11) presente nel grasso bovino,



I'acido elaidico C18:1 (trans-9) contenuto nelle masse grasse degli erbivori e in particolare dei
ruminanti e I'acido gadoleico C20:1 (cis-9) presente nell'olio di colza. Gli acidi grassi monoinsaturi
(MUFA) non influenzano il rischio di DM2 negli studi osservazionali, cio potrebbe essere dovuto al
fatto che questi studi non tengono conto della differente origine dei MUFA, animale o vegetale (7).
Infatti, i MUFA di origine animale rispetto a quelli di origine vegetale, si associano a un elevato
intake di SFA. Una recente metanalisi di studi prospettici mostra che i soggetti nei quali il consumo
di olio di oliva, ricco in acido oleico, & elevato, il rischio di DM2 & del 16% piu basso e si riduce del
9% per un incremento di 10 g/die di olio d’oliva (34). Ovviamente, questa metanalisi non permette
di escludere che altre componenti contenute nell’olio di oliva, ad esempio i polifenoli, possano
contribuire alla riduzione del rischio. Tuttavia, l'ipotesi che i MUFA possano avere un effetto
protettivo e supportata da uno studio d’intervento in soggetti sani nei quali il trattamento con una
dieta ricca in MUFA, rispetto a una ricca in SFA, migliora la sensibilita insulinica solo dopo tre mesi
d’intervento (35).
E da sottolineare che fino ad oggi quasi la totalita degli studi epidemiologici ha valutato il rischio di
DM?2 in relazione all’intake o al livello sierico di un singolo acido grasso. Recentemente, invece, &
stato pubblicato uno studio che ha valutato I'associazione di una combinazione di ben 27 acidi
grassi contenuti nei fosfolipidi plasmatici sul rischio di DM2 (36). Lo studio mostra un pattern di
acidi grassi caratterizzato da alte concentrazioni di acido linoleico, di acido stearico, di acidi grassi
a catena dispari e di acidi grassi saturi a lunga catena e basse concentrazioni di acido B-linolenico,
di acido palmitico e di acidi grassi monoinsaturi a lunga catena. Questo pattern si associa ad un piu
basso rischio di DM2 e correla inversamente con gli indici di adiposita e d’insulino-resistenza, con i
livelli sierici di trigliceridi e con I'intake di soft drink e di alcool, e positivamente con i livelli sierici di
HDL-col e con I'intake  di  grassi polinsaturi, di fibre e di caffe.

| risultati di questo studio suggeriscono che la combinazione dei livelli degli acidi grassi sierici,



piuttosto che la concentrazione di un singolo acido grasso o di una sottoclasse di acidi grassi,
permette di predire in modo piu affidabile il rischio di DM2. L’applicazione di questo approccio
negli studi futuri potra contribuire a chiarire il ruolo della qualita dei grassi della dieta sul rischio di

diabete tipo 2.

Effetti degli acidi grassi sui markers di rischio cardiometabolico: studi d’intervento

| grassi della dieta possono influenzare il profilo di rischio cardio-metabolico nel paziente
diabetico.

Le attuali raccomandazioni nutrizionali per il paziente diabetico fissano il limite massimo di
consumo dei grassi al 35% dell’energia totale giornaliera nei soggetti normopeso e al 30% nei
pazienti obesi/sovrappeso. Tale quantita, pero, € stata stimata sulla base del rischio di malattia
coronarica associato al consumo di grassi e sui risultati di studi condotti su popolazioni generali
giacché gli studi eseguiti sui pazienti diabetici sono veramente pochi. Le evidenze, comunque,
suggeriscono che il rischio cardio-metabolico € influenzato dalla qualita dei grassi piuttosto che
dalla quantita (37). Nonostante la scarsita degli studi nei pazienti diabetici, € verosimile che
'effetto dei grassi sia lo stesso di quello osservato nei soggetti sani.
Nei soggetti non diabetici la riduzione degli SFA abbassa il colesterolo LDL mentre il consumo di
grassi trans incrementa il colesterolo totale e delle LDL e riduce quello delle HDL senza alcun
effetto sui trigliceridi (38). Uno dei pochissimi studi condotti su pazienti diabetici mostra che la
riduzione degli SFA dal 17% all’'8% e I'incremento dei MUFA dal 15% al 23% dell’energia non ha
alcun effetto sul controllo glicemico ma riduce significativamente i trigliceridi delle VLDL in fase
postprandiale (39).
Maggiori evidenze sono disponibili sugli effetti del consumo dei MUFA. Essi, come componente
della dieta Mediterranea, hanno mostrato di migliorare il controllo glicemico e diminuire i fattori

di rischio cardio-metabolici nei pazienti diabetici (40). Tali benefici sono osservati anche nei trials



clinici nei quali i MUFA sono studiati come una componente della dieta Mediterranea. Una
metanalisi di studi d’intervento a lungo termine su soggetti affetti da diabete e/o da alterata
tolleranza glucidica, insulino-resistenti, mostra che la dieta ad alto contenuto in MUFA (212%
dell’energia totale giornaliera) rispetto a una a basso contenuto (MUFA <12%), riduce
significativamente I"HbA1c (41). Un’altra metanalisi osserva che la dieta ricca in MUFA (Proteine
17%, CHO 39.4%, Grassi totali 43.1% e MUFA 24.5%), rispetto a una dieta ricca in CHO (Proteine
17.3%, CHO 54.1%, Grassi totali 27.6% e MUFA 11.0%), riduce la glicemia a digiuno, i trigliceridi, il
peso corporeo, la pressione arteriosa sistolica, aumenta il colesterolo HDL ma non riduce I’'HbA1lc
(42). Nella stessa metanalisi, la dieta ricca in MUFA, confrontata con la dieta ricca in PUFA, ha un
beneficio maggiore sulla glicemia a digiuno. Inoltre, anche nei soggetti sani la sostituzione del 5%
dei CHO della dieta con i MUFA riduce I’"HbA1c, I'insulinemia due ore dopo il carico di glucosio e
migliora 'HOMA index (43). Pertanto, nonostante qualche discrepanza legata all’eterogeneita
delle caratteristiche degli studi, delle diete utilizzate, della durata del trattamento e delle
caratteristiche metaboliche della popolazione studiata, tutte le metanalisi mostrano un effetto
benefico dei MUFA sul profilo di rischio cardiovascolare. Per quanto riguarda I'effetto dei MUFA
sul metabolismo lipidico, gli studi di metabolomica riportano che la sostituzione di acido palmitico
con l'acido oleico abbassa i livelli di colesterolo totale e delle LDL e la quota di ossidazione degli
acidi grassi a digiuno (44).
Gli studi che valutano gli effetti di un supplemento di n-3 PUFA a lunga catena (EPA e DHA) in
pazienti diabetici mostrano una riduzione significativa dei livelli plasmatici dei trigliceridi e del
colesterolo VLDL e un aumento dei livelli del colesterolo LDL. Nessun effetto e riportato, invece,
sui livelli plasmatici di colesterolo HDL, HbA1c, glicemia e insulina a digiuno o sul peso corporeo
(45). Recentemente, uno studio ha, pero, mostrato che la supplementazione di PUFA n-3 a lunga

catena riduce la glicemia a digiuno e I’'HbA1c, la circonferenza vita, la pressione arteriosa sistolica e



diastolica e la pentosidina, un biomarker dei prodotti di glicosilazione avanzata in pazienti diabetici
tipo 2 (46). La supplementazione di acido alfa-linolenico nella dieta non ha mostrato, invece, alcun

effetto sul controllo metabolico nei pazienti diabetici (47).

Conclusioni

| risultati degli studi osservazionali indicano che la dieta ad alto contenuto in grassi non influenza il
rischio di sviluppo di diabete tipo 2 mentre quelli sugli effetti delle varie classi di acidi grassi non
sono sufficienti a far trarre conclusioni definitive e sono necessari ulteriori studi. Tuttavia, vi sono
buone evidenze che il consumo di PUFA, in particolare di acido linoleico, riduca il rischio di DM?2
mentre I'effetto dei MUFA necessita di essere investigato in studi che tengano conto della loro
fonte alimentare: animale o} vegetale.
Scarse e non conclusive sono le evidenze circa il ruolo nocivo degli SFA sul rischio di DM2 mentre
piu consistenti sono quelle relative all’effetto dannoso prodotto dagli acidi grassi trans ottenuti
industrialmente. Evidenze limitate indicano un ruolo protettivo degli SFA minori e degli acidi grassi
trans derivanti dai ruminanti sul rischio di diabete e nessuna influenza degli n-3 PUFA a lunga
catena e dell’ALA.
Gli effetti della qualita dei grassi della dieta sul rischio di diabete tipo 2 potranno essere meglio
chiariti se gli studi futuri utilizzeranno la misurazione di una combinazione di acidi grassi piuttosto
che di un singolo acido grasso come marcatore di consumo dei grassi della dieta.
Le evidenze sull’'effetto della qualita degli acidi grassi sul profilo di rischio cardio-metabolico sono
consistenti e mostrano che la sostituzione degli SFA e dei CHO con i MUFA migliora il profilo
lipidico, pressorio e il controllo glicemico, mentre la sostituzione con i PUFA, a fronte di un
beneficio sul profilo lipidico, ha un limitato/scarso effetto sul controllo glicemico. La
supplementazione degli acidi grassi n-3 a lunga catena, infine, migliora la trigliceridemia ma non il

compenso glicemico.
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Messaggi chiave

e |’obesita € una condizione caratterizzata da eccessivo accumulo di grasso corporeo misurato
attraverso l'indice di massa corporea che ne permette la classificazione in tre gradi. La sua incidenza
sta notevolmente aumentando negli ultimi anni, ponendola come fattore di rischio per diverse
patologie, soprattutto diabete mellito tipo 2. Per tale motivo si parla di “diabesita”.

e |l tessuto adiposo gioca un ruolo cruciale nel metabolismo degli acidi grassi. Dalla sua lipolisi deriva la
produzione di acidi grassi liberi (FFA), usati come fonte energetica in diversi organi fondamentali, come
il cuore. Tale processo avviene in maniera differente nei diversi tipi di tessuto adiposo (grasso
sottocutaneo superficiale e grasso viscerale, quest’ultimo associato ad un aumentato rischio CV).

e Esistono due principali tipi di FFA: saturi (SFA) e insaturi (monoinsaturi o MUFA e polinsaturi o PUFA).
Essi influenzano in modo diverso il metabolismo lipidico. In particolare il consumo di SFA aumenta
Iattivita lipogenetica del fegato favorendo I’'aumento di peso corporeo e I'accumulo di grasso
viscerale. Il consumo di MCT (SFA a catena media) aumenta la termogenesi, il senso di sazieta e lo
spostamento del grasso da depositi viscerali ad altri tipi di fat depots. Il consumo di PUFA nei vari studi
presenti in letteratura ha fatto emergere dati contrastanti.

o Effetti degli FFA sul DM1: é stato visto che il consumo di n-3 PUFA e protettivo nei confronti dello
sviluppo di autoimmunita associata al DM1, mentre il consumo di SFA e MUFA sono associati al rischio
della sua insorgenza.

o Effetti degli FFA sul DM2: diversi studi hanno dimostrato che un ridotto consumo di SFA e un
aumentato consumo di MUFA con la dieta determina una significativa riduzione della resistenza
insulinica, meccanismo fisiopatologico che sta alla base dello sviluppo della patologia diabetica.

Introduzione

L'obesita & una condizione caratterizzata da un anormale ed eccessivo accumulo di grasso
corporeo che puo influire negativamente sullo stato di salute di un individuo e, di conseguenza,
sull’aspettativa di vita (2).
Dal momento che la valutazione della massa grassa non e di facile attuazione, il grado di grasso
corporeo viene di norma misurato attraverso l'indice di massa corporea (Body Mass Index o BMI=
Kg/m?) che ha consentito la seguente classificazione: normopeso quei soggetti con BMI compreso
tra 18,5 e 24,9 Kg/m?; sottopeso con BMI<18,5 Kg/m?, sovrappeso con BMI>25 Kg/m?, obesi con
BMI>30 Kg/m?. L'obesita a sua volta si divide in: | grado, con BMI compreso tra 30 e 34,9 Kg/m?, Il

grado tra 35 e 39,9 Kg/m?, Ill grado con BMI>40 Kg/m?. Negli Stati Uniti si inquadrano i soggetti



con BMI>50 kg/m? come “superobesi” e quelli con BMI>60 Kg/m? come “super-superobesi”. Si
parla, inoltre, di obesita patologica riferendosi ai soggetti che presentano un’obesita di terzo grado
e ai soggetti che, pur presentando una BMI>50 Kg/m?, manifestano anche delle comorbidita
associate che si possono definire delle vere e proprie complicanze dell'eccedenza ponderale.
Tuttavia, & importante tener presente che dal valore di BMI>25 Kg/m? & stata rilevata
un’aumentata morbilita per malattie metaboliche e cardiovascolari.
L'incidenza e la prevalenza dell’obesita sono andate progressivamente aumentando negli ultimi
anni, tanto da far parlare di “pandemia” dell’obesita. Secondo i dati forniti dall’Organizzazione
mondiale della sanita (Oms), il numero di persone obese nel mondo e raddoppiato a partire dal
1980: nel 2014 oltre 1,9 miliardi di adulti erano in sovrappeso, tra cui oltre 600 milioni obesi.
Secondo il rapporto Osserva salute 2016, che fa riferimento ai risultati dell’iIndagine Multiscopo
dell’lstat “Aspetti della vita quotidiana” emerge che, in Italia, nel 2015, piu di un terzo della
popolazione adulta (35,3%) € in sovrappeso, mentre una persona su dieci & obesa (9,8%);
complessivamente, quindi il 45,1% dei soggetti di eta 218 anni & in eccesso ponderale (2, 3).
L’obesita e un fattore di rischio per una serie di condizioni e patologie croniche, come le malattie
ischemiche del cuore, l'ictus, l'ipertensione arteriosa, le patologie respiratorie, le osteoartriti e
alcuni tipi di cancro (corpo dell’'utero, colon e mammella) e soprattutto il diabete di tipo 2.
L’associazione del DM2 con I'obesita rende le sue implicazioni ancora piu rilevanti. Il rischio
relativo di sviluppare DM2 nei pazienti obesi € aumentato, infatti, di 6 volte negli uomini e di 12
volte nelle donne, tanto da rendere necessaria, da parte dell’Organizzazione Mondiale della
Sanita, I'introduzione del concetto di “diabesita”.
La diabesita rappresenta una pandemia dei nostri tempi con una prevalenza e un impatto socio-

economico-sanitario destinato a crescere. Nel 2010 si stimava che i diabetici nella popolazione
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adulta rappresentassero circa I’8,3%, dato che si proietta ad aumentare al 9,9% nel 2030. Inoltre,

si stima che il 23% dei pazienti con obesita patologica sia anche affetto da DM2 (4).

Definizione e descrizione della composizione corporea

Per composizione corporea si intende la misurazione dei diversi componenti che costituiscono il
corpo umano. Le componenti principali che si analizzano nella determinazione della composizione

corporea sono:

- Massa magra (FFM o Fat Free Mass);
- Massa grassa (FM o Fat Mass);
- Acqua corporea totale (TBW), distinguibile in acqua intracellulare (ICW) ed extracellulare

(ECW).

La FFM rappresenta circa 1'88% della massa corporea maschile e I'85% di quella femminile. Dal
punto di vista anatomico, la FFM e costituita da componente muscolare e componente scheletrica,
che rappresentano rispettivamente il 45% e il 15% nelluomo, 36% e 12% nella donna.
La FM, ossia la massa grassa, include tutti i lipidi estraibili dai tessuti corporei. Essa rappresenta in
media il 15% della massa corporea totale nell’'uomo e il 23% nella donna, e a sua volta, si divide in:
1. tessuto adiposo essenziale (necessario per diverse funzioni fisiologiche dell’organismo); 2.
tessuto di deposito (a distribuzione variabile). La distribuzione del grasso di deposito puo essere la
seguente: sede centrale (addominale/viscerale), maggiormente presente nel sesso maschile, che si
associa a un maggior rischio cardiovascolare CVD, oppure sede periferica, maggiormente presente
nel sesso femminile, soprattutto dopo la menopausa.
La TBW (Total Body Water), infine, rappresenta mediamente il 60% della massa corporea; essa e
sostanzialmente la componente prevalente principale della FFM. Il 60% circa dell'acqua corporea

totale (TBW) si trova a livello intracellulare (ICW o Intra Cellular Water), mentre il restante 40% &



extracellulare (ECW o Extra Cellular Water). L'ICW, essendo il costituente principale della cellula, &
altresi anche un indicatore della massa metabolicamente attiva dell'organismo e pertanto le sue
modificazioni intervengono nella regolazione del metabolismo cellulare e delle funzioni corporee.
L'ECW, invece, comprende l'acqua interstiziale (che rappresenta il 14% del peso corporeo),
plasmatica (4% del peso corporeo), linfatica (1% del peso corporeo) e transcellulare (1% del peso
corporeo).

La determinazione della composizione corporea pud essere effettuata attraverso differenti

metodiche:

- Tecniche antropometriche: BMI, circonferenza vita e fianchi;
- Tecniche fisiche: plicometria, bioimpedenziometria, densitometria per pesata idrostatica,

TAC, MRI, DEXA.

Tessuto adiposo e acidi grassi liberi

Il tessuto adiposo gioca un ruolo dinamico e critico nel metabolismo degli acidi grassi. Gli adipociti

che costituiscono il tessuto adiposo non sono tutti uguali. Essi si possono suddividere in due tipi:

1. Adipocita uniloculare o "adipocita tipo bianco": € una cellula di forma tondeggiante. Il
citoplasma e quasi totalmente occupato da un'unica goccia lipidica priva di membrana che
schiaccia il nucleo alla periferia della cellula e riduce il citoplasma a un anello. La
membrana plasmatica presenta estroflessioni e invaginazioni il cui numero varia con
I'attivita funzionale dell'adipocita;

2. Adipocita multiloculare o "adipocita tipo bruno": € una cellula poligonale piu piccola
dell'uniloculare. Il citoplasma non contiene un'unica e voluminosa goccia lipidica, ma piu
gocce lipidiche distribuite e isolate nel citoplasma, per questa ragione il nucleo e in

posizione centrale. | mitocondri sono piu numerosi della varieta uniloculare e sono presenti



proteine termogeniche come la termogenina. Questa dotazione permette la dissipazione
sotto forma di calore corporeo dell'energia provocata dall'ossidazione degli acidi grassi, a

spese di una minor produzione di ATP.

Gli adipociti producono e secernono una vasta gamma di proteine e altre molecole come leptina,
adiponectina, fattore di necrosi tumorale-a (TNF-a) e interleuchina-1B (IL-1B). Lo stoccaggio e la
mobilitazione del grasso sono attivita altamente coordinate che si verificano costantemente negli
adipociti, non solo in risposta all’eccessiva introduzione di cibo. | Chilomicroni (derivati da grassi
alimentari che non vengono immediatamente ossidati) sono immagazzinati principalmente nel
tessuto adiposo come trigliceridi. La lipolisi del tessuto adiposo determina la produzione di acidi
grassi liberi (FFA), a loro volta usati come combustibile per tessuti e organi che possono ossidarli
(cuore, fegato e muscolo scheletrico) producendo grandi quantita di adenosina trifosfato (ATP). La
lipolisi degli adipociti, che ha come risultato la liberazione di FFA, & potentemente regolata
dall'insulina e dalle catecolamine. Questo processo avviene in modi diversi negli individui obesi e
in quelli magri, a seconda della posizione anatomica del tessuto adiposo, comunemente indicata

come "depositi di grasso" o “fat depots”.

Anatomia del tessuto adiposo

| depositi di grasso possono essere raggruppati in modo funzionale e anatomico in: grasso
corporeo inferiore, grasso sottocutaneo superiore e grasso viscerale / intra-addominale. Negli
adulti con peso corporeo normale, la maggior parte del grasso corporeo totale & costituita da
grasso sottocutaneo superiore e grasso corporeo inferiore. |l grasso corporeo inferiore &
anatomicamente designato come adiposita sotto il legamento inguinale e la cresta iliaca
posteriore superiore, e comprende anche il tessuto adiposo trovato tra i muscoli (noto come

"marmorizzazione" o “marbling”). Anche se il grasso corporeo inferiore, in generale, non e


https://it.wikipedia.org/wiki/Termogenina

associato a un aumento del rischio cardiovascolare, l'incremento del marbling & legato ad
anomalie metaboliche. Il grasso addominale si divide in sottocutaneo superficiale e profondo.
Quest’ultimo e correlato con il grasso viscerale e con un numero maggiore di anomalie
metaboliche. Il grasso viscerale e quello marmorizzato sono i principali markers ectopici della

disfunzione adiposa (5-7).

Gli acidi grassi modificano la composizione corporea: come?

Il grasso alimentare e il macronutriente piu ricco di energia, quindi, il suo consumo puo influenzare
I'equilibrio energetico e, di conseguenza, il peso corporeo, la composizione corporea e la quantita
di grasso totale (8, 9). Anche se esso ha un ruolo fondamentale nello sviluppo dell'obesita, I'effetto
del tipo di grasso alimentare introdotto con la dieta sull'accumulo di grasso corporeo e diverso
(10, 11). Diversi acidi grassi (FFA) possono variare il metabolismo verso una via di ossidazione o
stoccaggio e quindi possono avere un effetto diverso sull’obesita (12, 13), anche influenzando
sazieta e sensazione di appetito (14, 15).
Il consumo di FFA saturi a lunga catena (SFA) e trans-FFA, & collegato all'obesita e in particolare
all'accumulo di grasso addominale (16, 17). Il consumo di FFA insaturi, sia FFA polinsaturi (PUFA)
che monoinsaturi (MUFA), sono legati all'inibizione dell'appetito, all’laumento del dispendio
energetico e del tasso di ossidazione del grasso, quindi, inducono effetti positivi sul grasso
addominale e corporeo totale rispetto ai precedenti due tipi. Sebbene il grasso corporeo in
eccesso possa essere per lo pit modulato dal controllo dei fattori ambientali legati all'obesita,
anche la predisposizione genetica gioca un ruolo fondamentale nel suo sviluppo (18, 19). | diversi
tipi di FFA influenzano in modo diverso sia la funzione che il livello di espressione di geni relativi al
metabolismo lipidico, e quindi sono in grado di modulare il rischio di sviluppare obesita. Un
elevato consumo di SFA per lo piu attiva i geni lipogenici, quindi aumenta I’attivita lipogenetica del

fegato e favorisce I'attivazione di geni che inducono la sintesi de novo di molecole coinvolte nella



lipogenesi. Al contrario, il consumo di PUFA e MUFA e correlato alla downregulation di geni
correlati alla lipogenesi e all’'upregulation di geni che si occupano dell’ossidazione, quindi inducono

una riduzione, nel sangue, dei livelli di trigliceridi circolanti e una riduzione dei depositi di grasso.

Tipi di acidi grassi e loro effetti sulla composizione corporea

Le diete ipocaloriche non necessariamente inducono una riduzione della massa grassa di una
specifica regione corporea. Fino a poco tempo fa, la principale raccomandazione dietetica per
quanto riguarda la qualita del grasso da introdurre e stata quella di ridurre le quantita di SFA e
aumentare l'introito di FFA insaturi. Cio si & tradotto in consumi piu elevati di PUFA omega-6 (n-6
PUFA), specialmente nelle diete occidentali.
| diversi tipi di grassi introdotti con la dieta inducono effetti specifici sul peso corporeo e sulla
massa grassa come spiegato in precedenza (20-22).
Abbiamo visto come il consumo di SFA a lunga catena aumenti I'adiposita corporea e sposti
I'accumulo di grasso verso depositi viscerali con conseguente aumento del BMI, rapporto vita-
fianchi e massa grassa e relativo aumento del rischio CVD (23). Al contrario, il consumo di FFA a
catena media (MCT), cioé SFA che contengono 8-12 atomi di carbonio, aumenta il dispendio
energetico, la termogenesi, I'ossidazione dei grassi e il senso di sazieta; allo stesso tempo riduce
I'accumulo di grasso. La spiegazione sta nelle ridotte dimensioni della catena di questi FFA rispetto
a quelli a catena lunga. Questa caratteristica li rende piu solubili e la maggior parte di essi puo
essere assorbito rapidamente senza necessita di esterificazione e incorporazione in chilomicroni, e
rapidamente metabolizzati per la produzione di energia attraverso la B-ossidazione nel fegato.
Queste differenze nell'assorbimento e nel metabolismo fanno degli MCT una fonte di energia
veloce che potrebbe potenzialmente risultare positiva per la perdita di peso. Sebbene i risultati
riguardo I'efficacia di MCT siano inconcludenti e la dose richiesta per controllare il peso corporeo

non e stata ancora stabilita, diversi studi a breve e a lungo termine hanno mostrato un effetto



positivo di MCT sull'aumento del dispendio energetico che potrebbe quindi ridurre il peso
corporeo e la deposizione di grasso. Le evidenze indicano anche che il consumo di MCT determina
uno spostamento del tessuto adiposo totale dalla zona addominale ad altri "fat depots" specifici.
Il consumo di PUFA con la dieta & associato alla presenza di adipociti di dimensioni piu piccole.
Tuttavia in letteratura e emersa qualche contraddizione sul consumo di n-3 e n-6 PUFA.
Uno studio ha dimostrato che I'aggiunta di n-3 PUFA a una very low-calory diet facilita la perdita di
peso in un gruppo di donne obese rispetto alla sola dieta; tuttavia, Munro e Garg hanno
dimostrato un’assenza di effetto benefico dell’aggiunta di n-3 PUFA a una very low-calorie diet sia
sulla perdita che sul mantenimento del peso. Crochemore et al. hanno dimostrato che
I'assunzione di piccole dosi di n-3 PUFA possono avere maggiori effetti positivi sulla riduzione del
peso corporeo e della circonferenza vita, rispetto a dosi piu alte (1,5 g/die rispetto a 2.5 g/die per
30 giorni). Un altro studio ha messo in evidenza come la supplementazione di acido linoleico
coniugato (n-6 PUFA) in quantita di 3 g/die a n-3 PUFA (3 g/die) riesca a prevenire la deposizione di
grasso addominale, aumenti la quota di massa magra e i livelli di adiponectina, rispetto a un
gruppo di controllo che assumeva 4,8 g/die di olio di palma e 1,2 g/die di olio di soia.
Bjermo et al. hanno dimostrato che la sostituzione di SFA con n-6 PUFA nella dieta e correlata a
benefici cardiovascolari ma non influenza il peso corporeo.
Diete in cui il 10% dell’energia totale era costituita da PUFA non si sono rilevate migliori rispetto ad
altre contenenti il 5%, nella perdita di peso o nella modulazione dei depositi di grasso addominale;
tuttavia entrambe si sono dimostrate efficienti nella riduzione del peso corporeo e della massa

grassa.

Effetto degli acidi grassi sul diabete mellito di tipo 1

Il diabete di tipo 1 (DM1) & una malattia autoimmune caratterizzata dalla distruzione delle cellule

beta pancreatiche. Gli acidi grassi possono svolgere un ruolo nello sviluppo dell’autoimmunita



associata al diabete di tipo 1, possono modulare il sistema immunitario e le reazioni
inflammatorie. Studi epidemiologici hanno evidenziato che I'assunzione di n-3 PUFA protegge
dall’'insorgenza di autoimmunita associata al DM1 (24-26). Al contrario, il consumo di acidi grassi
saturi (SFA) e acidi grassi monoinsaturi (MUFA) sono stati associati al rischio d’insorgenza di
autoimmunita associata al DM1. In uno studio finlandese condotto su bambini affetti da DM1 e
emerso che alti livelli sierici di acidi grassi derivati dal latte di mucca sono associati ad un rischio
piu elevato di autoimmunita delle isole. Questo € in linea con |'associazione osservata tra consumo
di grassi del latte e aumento del rischio di autoimmunita insulare. Durante la prima infanzia,
infatti, il latte materno e gli alimenti per lattanti sono le principali fonti alimentari di acidi grassi e
quindi il tipo di latte & probabilmente il determinante piu importante dello stato degli acidi grassi.
Il latte materno non e stato trovato associato con il rischio di autoimmunita delle isole beta
pancreatiche in studi di coorte. D’altro canto, il consumo di latte vaccino durante l'infanzia e

correlato ad aumento del rischio di DM1 in diverse serie di coorti prospettiche (27-29).

Effetto degli acidi grassi sul diabete mellito di tipo 2

L’insulino-resistenza, definita come un difetto nella capacita dell’insulina di far agire il glucosio sui
tessuti target, precede lo sviluppo di diabete mellito tipo 2 (DM2). Questa condizione si puo
associare ad iperglicemia dovuta a insufficiente secrezione di insulina da parte delle cellule beta
del pancreas. L'aumento del tessuto adiposo nei soggetti obesi determina un aumento del rilascio
in circolo di FFA, ormoni, citochine proinfiammatorie, e tutta una serie di altri fattori che sono
coinvolti nell’insulino-resistenza. Aumentati livelli di FFA in circolo causano insulino-resistenza e
disfunzione beta-cellulare, e cio li rende protagonisti del legame tra obesita e sviluppo di DM2.
Diversi studi, come gia detto in precedenza, hanno dimostrato che soggetti che hanno ridotto il
consumo di SFA e aumentato quello di MUFA con la dieta, hanno avuto un significativo

miglioramento della sensibilita insulinica (spiegando gli effetti benefici della dieta Mediterranea



sull’obesita e il DM2). La dieta Mediterranea & infatti caratterizzata da basso introito di SFA e alto
introito di MUFA (acido oleico soprattutto). Capire i meccanismi molecolari responsabili degli
effetti benefici dell’acido oleico potrebbe promuoverne I'utilizzo per la prevenzione del DM2 o per
ritardarne l'insorgenza (30-32). Tra i diversi meccanismi studiati, interessante risulta essere la
capacita dell’acido oleico di stimolare la secrezione di Glucagon-like peptide 1 (GLP-1) da parte
delle cellule L dell’intestino, stimolando cosi, in maniera indiretta, la secrezione insulinica. Altro
dato interessante € rappresentato dalla capacita dell’acido oleico di impedire la riduzione
dell’attivita di AMPK (Adenosine Monophosphate-activated Protein Kinase) causata dall’acido
palmitico. AMPK e un target terapeutico riconosciuto per DM2, in particolare della Metformina, e
per questo si parla di “effetti simil-Metformina” di questo FFA. E verosimile pensare quindi, anche
se non vi sono lavori specifici a riguardo nei pazienti diabetici, che questi effetti possano
indirizzare a una riduzione dell'accumulo di grasso viscerale a favore della maggior deposizione di

grasso sottocutaneo e comunque periferico, migliorando la sensibilita insulinica.

Conclusioni

E ormai comunemente accettato che la quantita totale di grassi introdotta con la dieta ha un
impatto sull’insulino-sensibilita solo se supera il 37% dell’energia totale. Al di sotto di questo
valore, un fattore critico dell'induzione dell'insulino-resistenza non e la quantita di grassi
introdotta, ma la composizione degli acidi grassi assunti. Abbiamo visto come l'introduzione di
diversi tipi di acidi grassi con la dieta possa influenzare la composizione corporea, in particolare la
qualita dei "fat depots" (viscerale e sottocutaneo) e, indirettamente, il maggiore o minor rischio
CV di un determinato soggetto. Ulteriori studi dovranno essere effettuati per indagare i
meccanismi molecolari che sottendono gli effetti dei diversi tipi di FFA e sulla loro capacita di

promuovere o prevenire lo sviluppo di patologie quali il diabete mellito.
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palmitico a livello cellulare
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