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INTRODUZIONE

L'OBESITA
Lo sviluppo dell'obesita sta aumentando in modosic@revole in tutto il mondo e

secondo I'Organizzazione Mondiale della Sanita tmab raggiunto le proporzioni di una

pandemia (De Onist al.,2010).
L'obesita € il risultato dell’assunzione

THE GLOBAL OBESITY PROBLEM

nella dieta di calorie in eccesso rispetto

a quelle necessarie allattivita
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Figura 1. Rappresentazione grafica dello sviluppo ) ) o o
dell'obesita nel mondo (fonte: Organizzazione matedi aterosclerosi, negli ultimi decenni si
della sanita, 200 assistito ad un incremento di queste

patologie anche in eta giovanile.
L’obesita infantile, infatti, costituisce una defpel importanti sfide della sanita pubblica a
livello globale (Weisset al.2005). | soggetti pediatrici in sovrappeso od olmssentano
un’elevata probabilita di restare tali in eta aduwt sono, inoltre, soggetti ad un aumentato
rischio di sviluppare piu precocemente rispettaa ghopolazione generale le patologie
correlate all’obesita con un significativo impatsolle aspettative di vita e sulla spesa
sanitaria (Bautista-Castaret al.2004). L'aumento esponenziale non puo essere $piega
esclusivamente tramite alterazioni genetiche, tiirf@ampre piu dati suggeriscono che si tratti
di una forte interazione tra piu concause quahzfanalita pancreatica, loci di suscettibilita
genetica, fattori ambientali e componenti dellaalidd oggi perd, come tutti questi fattori
influiscano sui meccanismi molecolari associatiobisita rimane ancora poco chiaro, in
particolare per quanto riguarda il ruolo deglima@nti assunti tramite la dieta (Hirat
al.,2010; Ahmecet al.2010).

OBESITA E INFIAMMAZIONE

Il tessuto adiposo é stato ignorato a lungo deogiod anatomisti perché considerato
unicamente come sede di riserva energetica. Ndgiiuvent'anni perd c'é stato un
progressivo aumento di interesse, dovuto all'in@eta dell'incidenza dell’'obesita e delle
complicanze ad essa associate. Questo ha consdntilmonoscere che il tessuto adiposo
prende parte al mantenimento dell’'omeostasi di masigorocessi biologici come un vero e



proprio organo endocrino (Kershaat al.2005). Esso € infatti coinvolto nella regolazione
della massa grassa, nellomeostasi dei nutrieelia misposta immunitaria, nel controllo della
pressione sanguigna, delle funzioni tiroidee estikema riproduttivo. Questi processi sono
coordinati principalmente attraverso la sintedi gascio di ormoni da parte degli adipociti
stessi (Redinger, 2007).

Studi recenti affermano che l'inflammazione crorgéaca un ruolo cruciale nello sviluppo
dell'obesita e nel suo auto-mantenimento. Comeafiez patologie € presente una certa
componente inflammatoria tissutale anche nellouppid dell’obesita, sia per il fatto che il
grasso corporeo induce uno stato di inflammaziormica, sia perché questa stessa
inflammazione favorisce l'accumulo di altra massasgg, creando un circolo vizioso che
potrebbe in parte spiegare la difficolta di ridumadel peso in soggetti fortemente obesi o in
sovrappeso (Vachharajagti al. 2009).
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Figura 2. Rappresentazione grafica dell'interazione tra tmsadiposo e mediatori dell'infiammazione. Da
notare la progressiva infiltrazione dei macrofa¢a erescita del tessuto adiposo in risposta aitamenti
del microambiente (Welleet al.2003).

L'obesita predispone ad uno stato pro-infammataaratterizzato dall’infiltrazione di
monociti circolanti, i principali effettori e regatiori dell’inflammazione, che spinti dalle
adipochine (leptina e adiponectina), chemochinéaeline pro-infiammatorie prodotte dal
tessuto adiposo, quali MCP-1 (Monocyte chemoatrdaqgtrotein-1), TNFe (Tumor necrosis
factorw), IL-6 (interleukin-6), IL-B (interleukin-B), raggiungono rapidamente il sito dei
segnali, dove differenziando in macrofagi e celldiendritiche promuovendo la risposta
immunitaria (Geissmanat al.2010). Un’altra importante correlazione tra tessad@oso e
risposta immunitaria deriva dalle osservazionietiffate sui preadipociti, i quali sottoposti a
stimoli pro-inflammatori eprimono insieme agli adgiti una vasta gamma doll-like
receptors (TLRs) e inoltre differenziano imacrophage-like cellsfavorendo I'assetto
flogistico.(Shaffleret al.,2007; Weisbergt al.,2003; Kershavet al.,2004)



Il reale meccanismo che lega I'obesita all'infianaoae non € ancora stato chiarito, ma é
stato dimostrato che I'accumulo di monociti/maaggofael tessuto adiposo svolge un ruolo
fondamentale nell'instaurare e sostenere la rigpwmgiammatoria associata all'obesita, essi
sono infatti responsabili della produzione localgbstaglandine, bradichinine e molecole
pro-inflammatorie come TNEk; IL-1, IL-6, correlate allo sviluppo di insulin@sistenza e
diabete mellito tipo 2 (Welleret al., 2003; Xu et al, 2003). | monociti, quindi, sono
fondamentali per lo sviluppo dello stato infiammaiccorrelato all’obesita e rappresentano
un valido target per sviluppare gli studi di nugatica e nutrigenomica valutando gli effetti
della dieta sul metabolismo, a sua volta influemzda una predisposizione genetica
(Nikolajczyk et al.2011).

ALIMENTAZIONE PERSONALIZZATA

In tutto questo processo, l'alimentazione pud geen ruolo cruciale, non solo dal
punto di vista della riduzione dell'eccessivo imtadalorico, ma anche contribuendo alla
normalizzazione dello stato di iper-inflammazioissutale. Gli alimenti e le bevande sono la
sola materia fisica che introduciamo all'intern® nlestro organismo, se escludiamo i farmaci
e I'aria che respiriamo, pertanto hanno un notepek®o sulla salute umana (Kussmanal.,
2010).
Questa semplice correlazione é nota da secolichapm il padre della medicina, affermava:
“Che il cibo sia la tua medicina, che la medicina d tuo cibo”, il suo pensiero si basava
sulla convinzione che gli alimenti fossero in grado influenzare lo stato di salute
dell’organismo.
Negli ultimi anni la ricerca nutrizionalsta assumendo sempre piu importanza muovendosi
dal classico studio epidemiologico a quello molamle genetico. A seguito di questa
tendenza € nata la nutrigenomica come nuova ricengiidisciplinare nel campo della
scienza nutrizionale, che mira a chiarire come idadpossa influenzare la salute umana
(Garcia Canast al, 2009).
Studi recenti hanno confermato la bioattivita, diltincomposti biodisponibili, correlata con
la prevenzione di disturbi e patologie croniche I¢aantoset al., 2009) e malgrado in
Europa gli alimenti funzionali non siano coperti wiaa regolamentazione specifica, la loro
introduzione nella dieta normale € universalmeit@nosciuta come una nuova strategia per
migliorare la salute umana (Fergusairal.,2009).
Gran parte dell'approccio nutrigenomico € inceantratlla identificazione degli effetti
associati al consumo di alimenti funzionali sui gassi biochimici. Data una maggiore
diversita del proteoma umano, ~100,000 diverseepretfunzionali versus ~30,000 geni
codificanti del genoma umano, la proteomica coresemta valutazione piu ampia di una
patologia, con l'identificazione di biomarker chet@gnzialmente costituiscono la base di un
target farmacologico o genetico (Trujillet al., 2006; Lame tal., 2006). Attraverso
'approccio proteomico e metabolomico, € possibdepportare gli studi di natura
nutrigenomica cioe la valutazione dell’effetto sulla espressialei caratteri effettuato dalle
sostanze biodisponibili e bioaccessibili derivatagli alimenti. Questi studi (in parallelo e in
sinergia a quelli basati sullautrigenetica la scienza che studia la naturale biodiversita
umana nel comportamento genetico, molecolare, iioch e funzionale alla risposta ai
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diversi nutrienti, portando alla finizione dei quella che ormai viene definita colaédieta
personalizzata” possono risultare fondamentalpsitachiarire a livello metabolico la ripos
— positiva 0 negativaa determinati nutrienti, sia per identificare markelecolari utili pel
gestire le patologie a livello clinico, nutrizionadefarmacologic (Mutch et al.,, 2005; Muller
et al.2003)

IL CACAO

Uno degli alimenti piu studiati sotto questo prof@ il
cacao Theobroma cacad..). Fu dal 1528 quando il primdg
carico di cacao raggiunse la Spagna, che gli Eursipeeserc
conto che quella bevanda importata dall’Americadesa piu
resistenti alla fatica. Nel 1737 Carlo Linneo da&atao il nom
greco di Theobrom&acao, ovvero “cit degli dei” (Dillingeret
al., 2000).Dalla corte spagnola I'enorme successl cacao si é
ampliatoin tutta I'Europa fino ai giorni nostri dovetualmente i
prodotti a base di cacao sono conside come alimenti
funzionali per quanto riguarc I'elevato contenuto di sostanz
bioattive (Monagast al.2009. Il cacao possiede importantirigyra 3. Immagine di
proprieta salutistiche e sta assumendo un ruol@itapte nelle barrette di cioccola.
dieta modernan quanto € un alimento ricco polifenoli, noti
per il loro alto potere antiosiante (Othmaret al.,2007). Nel cacao e suoi derivati so
presenti diversi composti fenolici, i principali@gtengono a tre clas:

v Flavan-3-oli (37%)le principali sonc(+)- catechina, (-epicatechin:
I'epigallocatechina e la catech-3-gallato.

v Antocianine (4%)cianidir-3-a-L-arabinoside e cianidin-B-D-galattoside

v" Proantocianiding¢58%: i piu rappresentativi sono i flavan-3goli.
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Figura 4. Struttura chimica di tre delle componenti bioattidel cacao. In ordine da sinist
teobromina, epicatechina e clovam

Inoltre fra i glucosidi flavonolici si ritrovano @ucetina, luteolina, apigenina, naringel,
tracce di clovamide, ed le numerose sostanze bioattive presenti queldgathde interess
sono I'anandamide, la teabmina e caffeina chappartengono alla classe delle metilxar
(Belscaket al, 2009).



| polifenoli, essendo antiossidanti, combattono anmi derivati dai radicali liberi
dell'ossigeno, dai radicali idrossilici, dai supesali e dai perossiradicali lipidici e cio
protegge dal deterioramento le cellule somaticbeatribuendo a prevenire alcune malattie
croniche. Essi sono in grado di chelare metallal@mti, quali ferro e rame, non rendendoli
disponibili per le ossidoriduzioni. La capacita iassidante di queste molecole é tale da
superare quella dell'acido ascorbico (vitamina @aeessere paragonata all’'attivita del¥
tocoferolo e del glutatione (Sanbomgial.,1998;. Coolet al. 1996; Keeret al.2002).

Studi recenti hanno dimostrato che i polifenoli go® ridurre il rischio di malattie
cardiovascolari: essi determinano una diminuzioglBa$sidazione delle lipoproteine a bassa
densita (LDL), inoltre ricerche condotte sul consudi cioccolato hanno rilevato che, in
funzione delle dosi assunte, si ottiene una dimonenei prodotti che causano 'ossidazione
dei lipidi e il miglioramento della capacita ansaante del sangue, con potenziali benefici
effetti sulla salute cardiovascolare (Keen al.2002; Counetet al, 2004). Studi clinici
nell'uomo hanno indicato che una dose giornalieia pdlvere di cacao ricco in
proantocianidine riduce la suscettibilita allossitbne delle lipoproteine a bassa densita
(colesterolo LDL) mentre aumenta i livelli di calesolo HDL (Osakabet al, 2002).



SCOPO

| nuovi approcci terapeutici per la cura e prevengidell’obesita e delle complicanze ad essa
associate sono correlati a modificazioni nella aietl alla valutazione degli effetti degli
alimenti cosi detti funzionali. Negli ultimi anni sta sviluppando il concetto di “dieta
personalizzata” in base al profilo genetico di ciasindividuo. Nutraceutica e nutrigenomica
rappresentano un’importante via per comprenderelionsg gli aspetti molecolari delle
patologie sia la risposta soggettiva ad uno pddredipo di alimento.

Studi recenti dimostrano come il cioccolato, intjgatare quello fondente, sia uno strumento
interessante per gli studi di nutrigenomica, inrgaa stato osservato che sia cacao che i suoi
derivati, possano concorrere alla riduzione dethis di malattie cardiovascolari tra cui
I'aterosclerosi e l'ipertensione arteriosa, prdbadite per le sue proprieta antiossidanti e
anti-infammatorie (Hset al. 2008; Rimbactet al.,2009).

Sulla base di queste premesse l'obiettivo di questmiio € determinare, attraverso un
approccio proteomico completo, i meccanismi molagolcardine tramite i quali le
componenti bioattive del cacao modulano lo statianmmatorio in soggetti di eta pediatrica
normopeso e obesi. Presso il nostro laboratoricm sancorso studi di proteomica per
comprendere il ruolo dei monociti come componehiage dell’inflammazione associata
all'obesita. La proteomica € uno studio su protéméarga scala, che come la genomica
include alterazioni genomiche nell’espressione ggenma comprende anche modificazioni
post-traduzionali offrendo cosi un approccio guatitio e qualitativo al problema in
guestione. Utilizzando la linea cellulare di motioamani, Mono-Mac 6, che presenta le
stesse caratteristiche e funzioni fisiologiche d®dnociti maturi (Zeigler-Heitbrocket
al.,1994) si sta indagando l'effetto di tre delle maggcomponenti bioattive del cacao,
teobromina, clovamide ed epicatechina su tali mivnaicfine di individuare singole proteine
0 processi molecolari che aiuteranno a capire s®mposti bioattivi del cacao siano
realmente coinvolti nella riduzione dei marker thess ossidativo e inflammatorio (IL-6,
TNF-a, ecc.).



MATERIALI E METODI

COLTURE CELLULARI

Per lo svolgimento degli esperimenti & stata wi#ta la linea cellulare di monociti
umani, Mono-Mac 6 (MMG6), che presenta le stessattarstiche e funzioni fisiologiche dei
monociti maturi, tra cui l'espressione dei CD14;1ILIL-6 e TNFe. Le cellule sono
mantenute in coltura con il 5% di CO2 a 37 °C inambiente umidificato. Come terreno e
stato utilizzato RPMI 1640 addizionato con 10% ders fetale bovino (FBS)
decomplementato, L-glutammina 2 mM, sodio piruvdimM, 1% amminoacidi non
essenziali, 1% di penicillina e streptomicina, 1@'mlL di insulina umana (tutti acquistati
presso Sigma-Aldrich).

TRATTAMENTO DELLE MM6 CON LE COMPONENTI BIOATTIVED ELCACAO

Le cellule MM6 sono state sottoposte a tre tragtatm rispettivamente con
teobromina (Sigma-Aldrich), epicatechina (Sigmaffdd) e clovamide (sintetizzata nel
laboratorio di Chimica degli Alimenti, UPO, Novarsgiolte in DMSO. La concentrazione
finale di utilizzo e stata di 10uM e 10nM per 24&ore di incubazione a 37 °C, 5% di £0
Durante il trattamento il terreno di coltura deld6 e stato utilizzato senza I'aggiunta di
FBS.

ESTRAZIONE DELLE PROTEINE TOTALI

L’estrazione delle proteine e stata effettuatazaz@indo una versione modificata del
protocollo di Singhteet al., (2010). Nella tabella sottostante sono presam@genti utilizzati
e le relative concentrazioni.

Urea 7M
Thiourea 2M
Chaps 4%
DTT 120 Mm
Ampholytes pH3-10 2%
Trizma 40 mM

Tabella 1.Elenco dei reagenti utilizzati (Sigma-Aldrich) pebouffer di estrazione e di
risospensione durante isoelettrofocalizzazione XIEF

In seqguito a vari lavaggi in PBS e centrifugazi@®00rpm per 5 minuti a +4 °C), le cellule
(circa 3x10), sono state risospese nel buffer di estrazionsomo state collocate in
incubazione per 30 minuti a +4 °C. Dopo una bresmtrifugazione a 14000 rpm il pellet &
stato risospeso nel buffer di re-idratazione pe&ulecessiva analisi bi-dimensionale.



ANALISI BIDIMENSIONALE
La valutazione proteomice stata effettuata sulle proteine estrdtbalinea cellulare

MMB6 e successivamengara svolta s monociti isolati dal sangusei pazien.

Per quanto riguarda I'analisidimensionale (2Delettroforesi), i campioni di proteine estre

sono state caricatsulle strisce pe

proteomica (Immobilized pH s3
Gradient PG StipS), con u L [ SLOWRAMP [ ]
gradiente di pH 30 per ottener | VoTasE s2 LINEAR RAWP [ /]
una versione globale del protec. WS
La prima fase di separazior e &
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TIMEWVH

isoelettrico. E stataeseguita ir
duplicato utilizzando lo strumen frigyra 5. Rappresentazione grafica del  protocolio

Protean IEF Cell (Biorad, Hercule isoelettrofocalizzazione (IEFNellimmagine sono evienziati in
CA), impostato su un totale blu i passaggi utilizzati per gli esperime

10.000 V / h con un massimo

4.000 V.

La fase successiva consiste in una elettrofcsu gel di poliacrilammide SDS-PAGE)

mediante la gale le proteine vengono trasferite dalle strisa® B geldove la separazior

avviene rispetto alle dimensioni molecc. In seguito al fissaggio e sviluppo con

soluzione fluorescente di SYPI-Ruby, I'analisi dei dati sara effettuata grazi® aflumento

Imager ChemiDoc (Biorad) e le figure relative albfgo proteico verranno analizza

utilizzando il software PDQuest (versione 8
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Figura 6. Rappresentazione schematica dell’analisi bidimerdéosvolta in questa fapreliminare.
Modificata da Rabillouctt al.,2011. 9



RISULTATI

OTTIMIZZAZIONE DELL’ANALISI BIDIMENSIONALE

Per effettuare I'analisi bidimensionale delle pinoéee necessario procee alla loro
estrazione dal campione biologicin seguito allaricerca bibliografica volta a ottenere
metodo di estrazione pratico e funzioi delle proteine da monociti e macroi, sono stati
selezionati quattro procedimenti, due dei qualiosstatianalizzatiper valutarne I'efficaci.

Figura 7. Analisi elettroforetica SD-page
10% effettuatacon i campioni proteici estral
dalle Mono Madcs con il primo buffer d
estrazione (lane 1, 2) e il secondo (lane :

Lane M: marker;lane 1 5 x 1(¢; lane 2 10 x
10°% lane 3 5 x 10; lane 4 10 x1¢°

Come si pu0 notare dalla separazione delle prote@fia figura 7 il metodc di estrazione
modificato da Singhto Net al., 2010 permette una buona estrazione al contrarigedindc
protocollo testato.

Per avere un ulteriore confermala bonta del metodo sugli stessi campioni € stabétes
anche un’analisi bidimensionale seguendo il prdtogpa descritto nei materiali e metc

Il risultato ottenuto dimostra come il primo met sia effettivamente il piu aduato per
svolgere leanalisi di proteomic negli esperimenti futuri.

pH3 pl pH10  pH3 pl pH 10
200 P - ~ = = 1 I
A B
- -
v .
- "-:‘ - -
MW - ;... - MVV
- - 3
-
-
20 & o
[ L

Figura 8. Analisi bidimensionale effettuz con i campioni proteici estratti dalle Mono M6 con il primo
buffer di estrazione (Fig. )%e il second (Fig. B); IEF: pH 3-10, SD$age 10% di poliacrilammic
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Per capire il voltaggio ideada utilizzare durante la terza fase dell'lEdno state effettua
diverse prove con lo stesso campione caricatorgulBtG pH ~10 sottoposte a tre voltag
differenti: 6000 V, 8000 V e 10000

pH 3 pl pH 10 pH 3 pl pH L0
A B
- — 'l.- - - _-"l.' -
v -
pH3 pl pH10
- - Figura 9. Analisi bidimensionale effettuz con i
C campioni proteici estratti dalle Mono N-6
(circa 5X10) con il primo buffer di estrazior;
IEF: pH 340, con voltaggio di 6000V (FicA),
e i 8000V (Fig. B), 10000V (Fig. C); S[-page
v
- "' - 3
-
-

Osservando le trenmagini (Fig 9 A, B, C), ripetizione dello stesso esperimento cor
differente voltaggio di corsa, si puo dedicomela prova eseguita a 10000V migliore, in
guanto la risoluzione degli spproteici edi qualita superiore rispetto agli alt

TRATTAMENTO CON TE OBROMINA, EPICATECHINA E CLOVAMIDE

Dopo averottimizzato la metodica di analisi bidimensior si € deciso di procede
con il trattamento della linea cellulare Mono -6, con tre dellsostanze bioattive prese
nel cacao. Numerosi stydnfatti, riportano per il cacao (ed i suoi derivati, in pzotare il
cioccolato amaro fondente)n’attivita antiossidan ed antiinfiammatoria come descrit
nella parte introduttivaLa scelta delle sostanze per gli esperimenti esdipal fatto ch
teobrominaepicatechina e clovamide rappresentano delle ritapitd sostanze bioatti, i cui
reali benefici sull'organismo umano sono tuttordase di studic
Per constatare se talbstanzesiano in gradai modificare il profilo protico nelle cellule
MM6 sono state condottelle analisi bidimensionali preliminari.
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Negli esperimentg stato utilizzato lo schema che si puo osservalta figura sottostant

MM®6

MM6

DMSO

/~ TRATTAMENTO \ /~ TRATTAMENTO \
24 ore 48 ore
N %
’ MM6 MM6
+ +
10 uM Lt
ye e
MM6 MM6
+ +
10 nM 10 nM
\\/ '\ Y,

Figura 10. Rappresentazione schematica dei trattamenti ssolte cellule Mono Me-6 (MM6),
stimolate per 24 e 48 ore con le singole sostaiwagtlve a due concentrazioni 10pM e 10

Per quanto riguardia stimolazion con la teobromina (fig. 1)} I'incubazione di 48 orcon
la concentrazione 10pKbrnisce i dati piu rilevantj in quanto se si osserva l'ingrandime
riportato nella figura 1% puo cinstatare come lo spot SSP 5302 sia piu intensoineligiu
espresso, dopo il trattameniLa visualizzazione tridimensionale mostrata neigura 12

conferma il risultato ottenut:

pH 3 pl pH10  pH3 jall pH 10
. e = .
p A B
. > - [
- . . e i
- 3 — . . M ) - -o.
- v - .. < S 4 e |
¢ . e - * %4 - =
A - e g
- - ¥ . - .'-' "'— - i
v - - - —
- -
- - - » - - - - - —
i - - -
)
TEQOER controllo_ 2Marz02011 0.03 v2 (Filtered) TECER 10uM_45h_ 2MarzoZ011 008 v2 (Filtersd)

Figura 11. Analisi proteomicaidimensionale (IEF: pH-10, SDSpage 10% di poliacrilamide) del
linea cellulare di monociti umani MM6, controllo i A) e trattate con la singola compone
bioattiva teobromina (Fig.), con una concentrazione di uM per 48 or¢
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Figura 12. Ingrandimentadella figur: 12. Non trattate (Fig. A) e trattate con la singotanponente
bioattiva teobromina (Fig. E L'immagine tridimensionale a lato di ciascun ingtamento rappresen
lo spot proteico analizzato§P 5302) ne evidenzia la sogspressione rispetto al non tratt

Il successivo trattamento con I'epicatechina hartgio risultati rilevan, anche in questo
caso,durante l'incubazione di 48 ore con la concentnagimassima utilizzata di JuM.
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Figura 13. Analisi proteomica bidimensionale (IEF: pt-10, SDSpage 10% di poliacrilamide) del
linea cellulare di monociti umani MM6, controllo i A) e trattate con la singola compone
bioattiva epicatechina (Fig.), con una concentrazione di UM per 48 or¢

Dall'ingrandimento del riqguadro evidenziato neligura 13si pud notare la presenza de
spot SSP 0002 sia nelle cellule non trattatersgeguito alla somministrazione nel terren
coltura dell’epicatechina. Osservando attentamémbenagine risulta evidente la preser
dello spot SSP 0003 unicamente non trattato. Per verificare ulteriormente I'assedello

spot nel profilo proteico delle cellule in segudt’incubazione estata considerata anc
immagine tridimensionale dello spot, come si @gaeella igura 14.
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Figura 14. Ingrandimentodella figuré 13. Non trattate (Fig. A) e trattate con la singotanponente
bioattiva epicatechina (Fig.). L'immagine tridimensionale a lato di ciascun ingiamento rappresen
gli spots proteici analizzati (SSP 0002, SSP 0 Quest'ultima mette ben in evidenzia la manc
espressione dello spot SSP 0003 in seguito alliazione con la sostanza bioatt

L'ultimo trattamento preso in considerazione in sfaefase di analisi preliminare é st
I'incubazione con la clovaide. In seguito a 48 ore di stimolazione con lacemtrazione ¢

10 uM, si sono osservati dei cambiamenti nel pvgdiloteico delle cellule utilizzate, corsi
e verificato anche nei precedenti esperime
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Figura 15. Analisi proteomica bidimensionale (IEF: pt-10, SDSpage 10% di poliacrilamide) del
linea cellulare di monociti umani MM6, controllo iF- A) e trattate con la singola compone
bioattiva clovamide (Fig. ), con una concentrazione di UM per 48ore
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Analizzando l'ingrandimento del profilo proteicolldeMM6 presentato nellfigura 16, si
puo osservare come la disposizione degli spot S3R,5SP 2711 e SSP 2 si modifichi
in seguito al trattamentoEsaminando attentamente l'immagine imensionale, piu
esplicativa e immediata rispetto a quella propostagel, si pud notare come in realta n
cellule trattate gli spot SSP 2711 e SSP 2713 smumsi sovrapposti, mentre dopc
trattamento si dispongano 'uno di seguito alla

SSp 2712 -""'-b.- A FSSP2712 B
l ‘\ - \
SSP 2711

Figura 16. Ingrandimentodella figur: 15. Non trattate (Fig. A) e trattate con la singoanponente
bioattiva clovamide (Fig. BL'immagine tridimensionale a lato di ciascun ingtamento rappresenta ¢
spots proteici analizzati (SSP 2712, SSP 2711,2Z3B). Quest'ultima mette ben in evidenzia la &
disposizione degli spots SSP 2711, SSP 2712, S3B 27 seguito all'incukzione con la sostan:
bioattiva.

Plausibilmentagli spot presenti nell'imiagine 16 Arappresentano isoforme diverse d:
stessa proteina, al contrario nell’alfigura 16 Blo spot SSP 2713 rappresenta una prot
diversa.
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CONCLUSIONI

Tra le tante caratteristiche positive dei compbstattivi del cacao, & stato dimostrato in
studi epidemiologici sugli esseri umani, che lapgementazione cronica con i composti del
cacao e in grado di innescare una riduzione deb pgesporeo e inoltre sembrano essere
coinvolti nella riduzione dell'iperglicemia, dekchio di sviluppare diabete di tipo 2 e della
pressione sanguigna. Questa tesi € sostenuta d@rosi approcci diretti e indiretti che
supportano il concetto che l'inflammazione e laseaprincipale dell’obesita, e contribuisce
allo sviluppo di altre patologie correlate, comdidbete di tipo 2 e il rischio cardiovascolare.
Come ampiamente riportato in letteratura i compaistttivi del cacao potrebbero migliorare
lo stato antiossidante dell’organismo e allo stassgpo modulare le funzioni direttamente
colpite da inflammazione e stress ossidativo. ult@i degli studi epidemiologico-
osservazionali sono sempre piu concordi nel dire eh elevato consumo di sostanze ad
attivita antiossidante si associa ad una miglioogposi cardiovascolare e seppure in misura
minore anche chemopreventiva. Negli ultimi anniccommerosi gli studi che associano il
coinvolgimento dei processi ossidativi nella patage di diverse malattie. Questa teoria pero
non ha un riscontr@ vivo poiché non si riescono ad ottenere prove incoettduli delle
capacita antiossidanti di queste sostanze bioaitivgjuanto mancano attualmente dei
biomarker di attivita antiossidante e dei risultatbnvincenti di trials clinici. Molto
probabilmente quanto si riscontra vitro (I'attivita antiossidante nei confronti di
macromolecole) in realta non si verifiga vivo, presumibilmente cio accade perché negli
studi effettuati si utilizzano le sostanze “tal jua non i metaboliti, le reali sostanze che
interagisconan vivo con le cellule dell'organismo.

Gli studi iniziali di questo progetto sono focaktzsulla valutazione della biodisponibilita
delle sostanze bioattive del cacao e sulla caiatterione chimica completa e selezione delle
matrici di cacao. Tutti i composti a base di cagtlizzati in questo studio saranno forniti da
un’Azienda Italiana leader nel settore in stretibadorazione con il Gruppo di Chimica degli
Alimenti del DiISCAFF (Universita degli Studi deldPnonte Orientale A. Avogadro) con |l
quale é in corso una collaborazione. L'obiettivaccassivo sara utilizzare I'approccio
proteomico per valutare i profili di proteine sitiegate dalle cellule inflammatorie presenti
nel sangue in un ampio gruppo di soggetti in etdigheca, sia normopeso, sia gravemente
obesi (indice di massa corporea, BMI > 99 ° peiteper eta e sesso secondo le curve di
crescita italiane SIEDP) in eta puberale, primaradie e dopo una dieta controllata
addittivata di un particolare alimento funzionaiejlo specifico cacao (nella forma di massa
di cacao non zuccherata o di cioccolato ad altegoeunale di massa di cacao). Parallelamente
saranno svolti degli studi di proteomica classidarezionale su culture di linee cellulari di
monociti. Saranno sottoposte a trattamenti temgose dipendenti con i metaboliti bioattivi
di cacao (teobromina, catechina, epicatechina,achigde, procianidina B2, ecc.) individuati
attraverso l'analisi di biodisponibilita. Proteidiéferenzialmente espresse saranno prelevate e
analizzati mediante spettrometria di massa tramiteservizio esterno utilizzando uno
strumento MALDI-TOF/TOF. Inoltre sara effettuatoche uno studio di proteomica
funzionale utilizzando come campione una coltexavivo di monociti estratti da pazienti
normopeso ed obesi. | campioni di cellule saramadtitcon i medesimi componenti e
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metaboliti bioattivi del caco, tempo e dose dipertiddl trattamento della linea di monociti
per le analisi di proteomica € gia in atto e iltesi preliminari ottenuti sono stati presentati in
guesta relazione.

Questi obiettivi si concentrano sui meccanismi rooli@éri che regolano i monociti e mirano
al miglioramento delle conoscenze sulla biodispititdbdelle sostanze bioattive del cacao,
considerando anche l'azione reale di alcuni metahmér capire quali composti sono
realmente funzionali in vivo e non esclusivamemtemiodelli in vitro, e alla comprensione
della diretta e indiretta correlazione (approcciosealrisposta) della biodisponibilita sui
monaociti, con uno stretto legame tra infiammaziedebesita.

Ci aspettiamo che i dati ottenuti dall’analisi gioa offrano un nuovo modello per una
miglior comprensione delle modificazioni post-tracunali e dell’alterata espressione
proteica tra soggetti magri e obesi in relaziongadtamento (con o senza cacao).

Sulla base di studi preliminari in vitro ed in viypoesenti in letteratura su piccoli gruppi di
adulti, ci si aspetta di osservare inizialmente miglioramento del profilo lipidico e in
seguito di quello pressorio. Oltre a definire medh bioaccessibilita e la biodisponibilita
delle componenti bioattive del cacao, si attendgahtlitare se e su quali meccanismi proteici
gli alimenti funzionali prescelti possano modullrestato infiammatorio cronico dell’obesita
ed attraverso quali meccanismi molecolari.

Si prevede inoltre di ottenere risultati importaimtirelazione alla supplementazione della
dieta con cacao, ponendo le basi per il desigudvnalimenti a connotazione funzionale e/o
di integratori alimentari. Tali risultati potranisoggerire un’eventuale supplementazione alla
dieta ipocalorica o isocalorica suggerita, nonchénife nuove fondamentali indicazioni
relative all'effetto della matrice cacao sulla $alulell’'uomo. I risultati raggiunti, inoltre,
potrebbero essere fondamentali per la preparaadadormulazione di claims, ai sensi della
normativa europea vigente.
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CORSI FREQUENTATI
Journal club in lingua inglese dal 10 dicembre tlbraio.

4 marzo 2011 Prof. Emanuele Albano

“Introduction to systemic degenerative diseases I”
11 marzo 2011 Prof. Emanuele Albano

“Introduction to systemic degenerative diseases Il
18 marzo 2011 prof. Emanuele Albano

“Introduction to systemic degenerative diseasis Il
25 marzo 2011 Prof. Lucia Corrado

“Amyotrophic laterla sclerosis”
1 aprile 2011 Prof. Cristoforo Comi

“Parkinson and Alzheimer diseases”

SEMINARI
29 novembre 2010 Dott. Lorenzo Moretta

“Le cellule NK: dalla biologia alla terapia di leermie ad alto rischio”
1Dicembre 2010 Prof. Pierre Sonveaux

“Targeting Lactate-Fueled Respiration In Cancer@wNrIherapeutic Opportunity?”
2 marzo 2011 Prof. Emilio Berti

“Linfomi Cutanei Primitivi”
12 Aprile 2011 Dptt.ssa. Sonia Levi

“Ferritins: ancient proteins with novel unexpectedtures”
13 Aprile 2011 Dott.ssa Elisabetta Bugianesi

“Metabolic syndrome: the gastroenterologist pointiew”
29 aprile 2011 Dott. Valerio Nobili

“Liver fibrosis in children affected by NASH: how tnvestigate that”
3 Maggio 2011 Dott. Gilberto Filaci

“Reverse vaccination in autoimmune diseases?”
9 Maggio 2011 Dott. Henrik Wolff

“Innate Immunity and the pathogenicity of inhalettrabial particles”
12 Maggio 2011 Prof. Roberto Baldelli

“Endocrine disturbances during Thyrosine Kinaselditbr treatment”
13 maggio 2011 Dott. Alberto Corsini

“Farmacologia dell'aterosclerosi”
19 Maggio 2011 Prof. Leonard Petruccelli

“Mechanisms and Models of TDP-43 Proteinopathies”
23 Maggio 2011 Dott. Alessandro Di Nicola

“lon Torrent”
25 Maggio 2011 Dott. Steven R. Ellis

“Iron Management in the Hepcidin Era”
17 giugno 2011 Prof. Mauro Fasano

“Molecular pathogenesis and biomarkers of Parkilssdisease”
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24 Giugno 2011 Dott. Jonathan D. Rohrer

“Frontotemporal Dementia: trying to solve a comptigsorder”
1 Luglio 2011 Prof. Maurizio Parola

“Hypoxia, angiogenesis and liver fibrogenesis”

CONGRESSI

- Secondo Congresso Nazionale di Nutraceutica sweitgiorni 24-26 febbraio 2011,
Milano
- Primo Congresso Internazionale su Cacao, Caffesvdléo nei giorni 13-16

settembre 2011, Novara
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