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Capitolo primo 

INTRODUZIONE  

L'obesità, caratterizzata da un eccessivo accumulo di tessuto adiposo bianco 

(WAT) nel corpo, è uno dei principali ed emergenti problemi di salute pubblica 

che comporta un rischio, significativamente alto, di sviluppare comorbidità 

croniche e rischiose per la vita, tra cui diabete di tipo 2, malattie 

cardiovascolari ed epatiche, alcuni tipi di cancro e neurodegenerazione [1-3]. 

Evidenze cliniche mostrano che le comorbidità associate all'obesità si 

sviluppano principalmente in soggetti con obesità viscerale, in cui il WAT 

intraperitoneale si espande, in prossimità e in stretta relazione funzionale, con 

gli organi e le strutture addominali [4,5]. 

Nei modelli animali obesi e nell'obesità umana, un processo infiammatorio 

cronico di basso grado è attivato precocemente nel WAT viscerale [6,7]. Di 

conseguenza, il tessuto adiposo viscerale mostra prominenti anomalie 

metaboliche tra cui ipertrofia e stress degli adipociti; tasso di mortalità degli 

adipociti avanzato; infiltrazione da parte di cellule infiammatorie, 

principalmente macrofagi; aumento della secrezione di acidi grassi liberi e 

mediatori proinfiammatori; disregolazione delle adipochine e degli esosomi 

[8-11]. Per quanto riguarda l'istologia, i macrofagi si organizzano 

distintamente attorno agli adipociti morti, formando le cosiddette strutture a 
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coroncina (CLS) – in cui aggregati di macrofagi attivati, a volte fusi in sincizi 

(cellule giganti multinucleate, MGC), eliminano i resti di adipociti morti. Con 

il passare del tempo, il WAT viscerale infiammato e disfunzionale sviluppa 

alterazioni, sempre più marcate, dell'apporto vascolare e fibrosi [12].  

Nei mammiferi, gli adipociti bianchi esprimono recettori colinergici 

muscarinici (mAChR) [13] e, soprattutto, nicotinici (nAChR), la cui 

attivazione da parte della nicotina o di agonisti specifici dell'isotipo della 

nicotina è associata a benefici effetti metabolici e antinfiammatori che sono 

stati descritti in coltura negli adipociti bianchi di soggetti obesi, sia nell’uomo 

che nei topi [14-19]. In particolare, in topi obesi geneticamente (db/db) e topi 

con obesità indotta da dieta, l’attivazione dell'α7nAChR da parte della 

nicotina, a dosi che non comportano cambiamenti nell'assunzione di cibo o nel 

peso corporeo, si traduce in una riduzione dell'infiammazione del tessuto 

adiposo e in un miglioramento dell’omeostasi del glucosio e della sensibilità 

all'insulina [20]. Inoltre, l'attivazione di α2nAChR nel tessuto adiposo 

sottocutaneo di topo, promuove lo sviluppo di adipociti bruni che dissipano 

energia, aumentano la termogenesi e migliorano l'obesità indotta da dieta [21]. 

Una domanda importante e ancora senza risposta è l'origine, o fonte cellulare, 

dell'acetilcolina (ACh), che è in grado di raggiungere gli adipociti bianchi e di 
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interagire con i loro recettori colinergici, i quali influenzano la biologia degli 

adipociti sia in condizioni fisiologiche che patologiche.  

ACh è un neurotrasmettitore con larga distribuzione; sintetizzato, a partire 

dalla colina e dall'acetil-coenzima A, dalla colina acetiltransferasi (ChAT) nel 

citosol di diverse classi di neuroni del SNC e periferico. Successivamente, 

viene immagazzinato nelle vescicole sinaptiche dal trasportatore vescicolare 

dell'ACh (VAChT). Quando il potenziale d'azione raggiunge il terminale 

dell'assone colinergico, le vescicole si fondono con la membrana presinaptica, 

l'ACh viene secreta nella fessura sinaptica e raggiunge rapidamente la 

membrana postsinaptica, dove interagisce con i suoi recettori. L'ACh rilasciata 

dalle terminazioni nervose viene eliminata in modo efficace e rapido 

dall'acetilcolinesterasi (AChE) e dalla butirrilcolinesterasi (BuChE), che sono 

enzimi legati alla membrana e/o inseriti nella matrice extracellulare, i quali 

idrolizzano l'ACh in acetato e colina [22]. La colina, nutriente essenziale delle 

cellule dei mammiferi [23], viene rapidamente assorbita dallo spazio 

extracellulare dei neuroni e delle cellule effettrici attraverso il trasportatore di 

colina 1 (ChT1), per essere riutilizzata poi per la sintesi di ACh o per altre 

esigenze metaboliche. Nel SNP, la maggior parte dei neuroni postgangliari 

parasimpatici sono colinergici. Tuttavia, poiché il WAT sottocutaneo e 
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viscerale sono carenti di innervazione colinergica parasimpatica, [24], 

un'origine neuronale dell'ACh che agisce sugli adipociti bianchi è improbabile.  

Nel corso degli ultimi decenni, un numero crescente di lavori scientifici ha 

dimostrato che le componenti molecolari necessarie per la neurotrasmissione 

colinergica si trovano anche in organi privi di innervazione (tipicamente la 

placenta) e negli organi privi di nervi colinergici (tipicamente la milza), e che 

oltre alle cellule neuronali, i markers molecolari del sistema colinergico sono 

espressi da cellule epiteliali, mesoteliali, endoteliali, circolatorie e immunitarie 

[25-27]. In diverse malattie infiammatorie, i granulociti, linfociti e macrofagi 

acquisiscono la capacità di sintetizzare e secernere ACh, che regola la risposta 

immunitaria e media gli effetti antinfiammatori attraverso loop auto- e/o 

paracrini [28,29].  

  



7 

 

Capitolo secondo  

SCOPO DELLA TESI  

2.1 Obiettivi dello studio  

Il tessuto adiposo bianco (WAT) è privo di innervazione colinergica 

parasimpatica, quindi la fonte di acetilcolina (ACh) che agisce sui recettori 

colinergici degli adipociti bianchi è sconosciuta. Questo studio è stato 

progettato per identificare le cellule che producono ACh nel tessuto adiposo di 

topo e umano e per stabilire se nel tessuto adiposo infiammato dei soggetti con 

obesità si attiva un sistema colinergico non-neuronale. 

I mammiferi infatti, oltre ad un sistema colinergico neuronale, possiedono un 

sistema colinergico non-neuronale in cui l'ACh secreta è coinvolta nella 

comunicazione cellula-cellula e controlla le funzioni cellulari di base tra cui 

mitosi, differenziamento, organizzazione del citoscheletro, contatto cellula-

cellula, secrezione e assorbimento; pertanto, si è deciso di indagare se un 

sistema colinergico non-neuronale esiste nel WAT e se si attiva nel WAT 

infiammato dei soggetti con obesità, agendo nello specifico sugli adipociti 

bianchi.  

Il WAT epididimale di topo (eWAT) e il tessuto adiposo omentale umano sono 

stati studiati in condizioni normali e in soggetti con obesità. È stata valutata 
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l'espressione delle molecole chiave coinvolte nel signalling del sistema 

colinergico mediante qRT-PCR e Western blotting, mentre la loro 

distribuzione tissutale e la loro localizzazione cellulare sono state indagate 

mediante immunoistochimica, microscopia confocale ed ibridazione in situ. 

Inoltre, i livelli di ACh sono stati misurati mediante cromatografia 

liquida/spettrometria di massa tandem. Infine, gli effetti biologici dell'ACh 

sono stati valutati in colture primarie di adipociti umani (hMADS) isolati dal 

tessuto adiposo localizzato nella regione prepubica di giovani donatori. 
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Capitolo terzo  

METODI  

3.1 Animali e tessuti  

Sono stati acquistati topi maschi C57BL/6 da Charles River (Lecco, Italia) e 

sono stati alloggiati in gabbie di plastica in condizioni ambientali costanti 

(ciclo luce/buio di 12 ore a 22 °C) con accesso ad libitum a cibo ed acqua. La 

cura degli animali è stata effettuata in conformità alla direttiva 2010/63/UE del 

Consiglio. Tutti gli esperimenti sono stati approvati dal Ministero della Salute 

(autorizzazione n. 405/2018-PR). Gli animali hanno inizialmente ricevuto una 

dieta standard a base di cibo (CD; Envigo, Indianapolis, IN; 24 kJ% da 

proteine, 18 kJ% da grassi, 58 kJ% da carboidrati). All'età di 5 settimane, 

alcuni topi sono passati ad una dieta ricca di grassi (HFD; Diete di ricerca, 

Nuovo Brunswick, NJ; 20 kJ% da proteine, 60 kJ% da grassi, 20 kJ% da 

carboidrati) per 15 settimane. Tutti gli esperimenti sono stati condotti su topi 

di età compresa tra 20 e 22 settimane. Per la qRT-PCR e il Western blotting, 

gli animali anestetizzati sono stati decapitati, il WAT epididimale (eWAT) è 

stato sezionato, congelato in azoto liquido e conservato a -80 °C.  Per la 

cromatografia liquida/spettrometria di massa tandem (LC-MS-MS), l'eWAT è 

stato processato immediatamente e isolata la frazione stroma-vascolare (SVF). 

Per gli studi morfologici, gli animali anestetizzati sono stati perfusi per via 
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transcardiaca con il 4% di paraformaldeide in tampone fosfato (PB) 0,1 M, pH 

7,4, l’eWAT è stato isolato utilizzando un microscopio operatorio Zeiss OPI1 

(Carl Zeiss, Oberkochen, Germania) e ulteriormente fissato mediante 

immersione in paraformaldeide al 4% in PB per una notte a 4 °C.  Dopo un 

accurato risciacquo in PB, i campioni sono stati disidratati in etanolo, 

chiarificati in xilene e incorporati in paraffina. I campioni umani erano biopsie 

di WAT omentale di 31 pazienti gravemente obesi (indice di massa corporea 

[BMI] ≥ 35 kg/m2) e di 10 soggetti di controllo (BMI ≤ 30 kg/m2) sottoposti 

rispettivamente a chirurgia bariatrica e colecistectomia presso L’ Azienda 

Ospedaliera Universitaria (AOU, Ospedali Riuniti, Ancona, Italia). Ogni 

biopsia è stata divisa in due metà: i campioni per la qRT-PCR sono stati 

congelati in azoto liquido e conservati a -80 °C, mentre quelli per le analisi 

morfologiche sono stati fissati in formalina per 24h a 4°C ed inclusi in 

paraffina. Il protocollo di studio è stato approvato dal Comitato Etico degli 

Ospedali Riuniti (Ancona, Italia). I soggetti che hanno ricevuto farmaci 

antinfiammatori sono stati esclusi dallo studio. 

  

3.2 Colture cellulari e trattamenti in vitro 

I terreni di coltura cellulare, il siero fetale bovino (FBS), i tamponi e la tripsina 

provengono da Pan-Biotech GmbH (Aidenbach, Germania); i reagenti per 
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colture cellulari, tra cui Oil Red O, ACh, rivastigmina e insulina sono stati 

forniti da Sigma-Aldrich (Milano, Italia). Il fattore di crescita dei fibroblasti 

ricombinanti umani (hFGF)-2 e il fattore di necrosi tumorale ricombinante 

umano α (TNFα) è stato acquistato da PeproTech (Londra, Regno Unito). Le 

cellule staminali umane multipotenti isolate da tessuto adiposo della regione 

prepubica di giovani donatori (hMADS; gentilmente fornite dal Prof. Christian 

Dani, Université Côte D'Azur, Nizza, Francia), sono state coltivate in terreno 

di proliferazione a basso contenuto di glucosio (1 g/l) (terreno di Dulbecco 

modificato di Eagle [DMEM]) addizionato con il 10% di FBS e 2,5 ng/ml di 

hFGF-2 e sono state utilizzate tra il 16° e il 19° passaggio. Per indurre il 

differenziamento adiposo, sono state seminate su terreno di proliferazione in 

piastre multi-pozzetto ad una densità di 4500 cellule/cm2. Raggiunta la 

confluenza, hFGF-2 non è stato più aggiunto. Il giorno successivo (giorno 0), 

le cellule sono state incubate in un mezzo adipogenico (terreno di 

proliferazione senza siero/terreno F-12 di Ham) contenente 10 μg/ml di 

transferrina, 5 μg/ml di insulina, 0,2 nM triiodotironina, 100 μM di 3-isobutile-

1-metilxantina, 1 μM di desametasone e 100 nM di rosiglitazone. Il 

desametasone e la 3-isobutil-1-metilxantina non sono stati aggiunti dal giorno 

3 e il rosiglitazone dal giorno 9. Il contenuto lipidico cellulare è stato valutato 

in diversi punti temporali mediante colorazione Oil Red O. Trattamenti e saggi 
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biologici sono stati effettuati su adipociti hMADS differenziati dal giorno 12 

al giorno 15. La durata del trattamento e le concentrazioni di ACh, 

rivastigmina, TNFα e insulina sono riportate nel capitolo Risultati.  

 

3.3 qRT-PCR  

L'RNA totale è stato estratto con il reagente TRIZOL (Invitrogen, Carlsbad, 

CA), purificato, digerito con desossiribonucleasi ribonucleasi-free e 

concentrato con il kit RNeasy Micro (Qiagen, Milano, Italia) secondo le 

istruzioni del produttore. Per la determinazione dei livelli di mRNA, 1 μg di 

RNA è stato trascritto inversamente con il kit RT di cDNA ad alta capacità con 

inibitore delle RNasi (Applied BioSystems, Foster City, CA) in un volume 

totale di 20 μl. La qRT-PCR è stata eseguita utilizzando i saggi di espressione 

genica TaqMan e Master Mix TaqMan (Applied BipSystem). Tutte le sonde 

provenivano da Applied BioSystems (Tabella 1A). Le reazioni sono state 

effettuate in un sistema Step One Plus Real Time PCR (Applied BioSystems) 

utilizzando 50 ng di cDNA in un volume di reazione di 10 μl. Il protocollo del 

ciclo termico prevedeva l'incubazione iniziale a 95 °C per 10 minuti, 40 cicli 

a 95 °C per 15 s e di 60 °C per 20 s. Una reazione di controllo senza trascrittasi 

inversa nella miscela di amplificazione è stata eseguita per ciascun campione, 

per escludere la contaminazione genomica. Campioni non contenenti il 
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template sono stati inclusi in tutti gli esperimenti come controlli negativi. La 

TATA box-binding protein è stata utilizzata come controllo endogeno per 

normalizzare l'espressione genica. L'espressione relativa dell'mRNA è stata 

determinata col metodo ΔCt (2-ΔCt).  

TABLE 1A. Taqman probes all from Applied Biosystems #4453320. 

Target Gene Assay ID 

AChE 
AChE 
Adiponectin 
Arg-1 
BuChE 
BuChE 
CD206  
ChAT 
ChAT 
ChT1 
ChT1 
GLUT4 

Hs00241307_m1 
Mm00477275_m1 
Hs00605917_m1 
Mm00475988_m1 
Hs00992319_m1 
Mm00515326_m1 
Mm01329362_m1 
Hs00758143_m1 
Mm01221880_m1 
Hs00222367_m1 
Mm00452075_m1 
Hs00168966_m1 

IL-6 Hs00174131_m1 
MCP-1 
TBP 
TBP 
TNFα 

Hs00234140_m1 
Hs00427620_m1 
Mm00446973_m1 
Mm00443258_m1 

VAChT 
VAChT 

Hs00268179_s1 
Mm00491465_s1 

 

3.4 Uptake del glucosio  

Gli adipociti hMADS sono stati differenziati in piastre a fondo nero a 96 

pozzetti (Corning, Sigma-Aldrich) ed incubati in DMEM a basso contenuto di 

glucosio con 1 mM di ACh e 100 nM di rivastigmina per diversi periodi di 

tempo, riportati nei Risultati. Successivamente, gli adipociti sono stati incubati 

con o senza insulina 100 nM in Krebs-Ringer PB (pH 7,4) a 37 °C per 10 min. 
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Sono stati quindi trattati con 2-nitrobenzodesossiglucosio (50 μM) per 60 

minuti. L'intensità della fluorescenza è stata valutata a 550/590 nm utilizzando 

un lettore di piastre Infinite F200 PRO (Tecan, Mannedorf, Svizzera).  

 

3.5 Valutazione del rilascio di citochine nel mezzo di coltura 

Il rilascio di citochine è stato misurato mediante ELISA in terreni condizionati 

raccolti alla fine di ogni incubazione. I terreni sono stati successivamente 

centrifugati e conservati a -80 °C fino all'uso. L’interleuchina (IL)-6 (pg/ml) e 

l’adiponectina (ng/ml) sono state misurate secondo le istruzioni del fabbricante 

utilizzando rispettivamente il kit ELISA per adiponectina umana (# AG-45A-

0001YEK-KI01, Adipogen Life Sciences, Svizzera) e il kit ELISA per IL-6 

umana (# 501030, Cayman Chemical, Ann Arbor, MI).  

 

3.6 Western blotting  

Gli estratti proteici sono stati ottenuti da eWAT utilizzando il reagente per 

l'estrazione di proteine tissutali (T-PER, Pierce, Thermo Scientific, Rockford, 

IL), come indicato dal produttore, dopo aver aggiunto il cocktail di inibitori di 

proteasi e fosfatasi (Sigma-Aldrich). Il contenuto proteico è stato determinato 

col saggio proteico dell'acido bicinconinico (Euroclone, Milano, Italia). Una 
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quantità appropriata di proteine è stata usata per elettroforesi su gel di 

poliacrilammide con sodio dodecil solfato (SDS-PAGE) in condizioni 

riducenti per immunoblotting. Le proteine separate sono state poi trasferite su 

una membrana di nitrocellulosa (Bio-Rad, Milano, Italia) e le proteine di 

interesse sono state rilevate con anticorpi specifici (Tabella 1B). L'anti-

vinculina è stata usata come controllo della corsa. Quando le membrane sono 

state utilizzate per la rilevazione di più di una proteina, i filtri sono stati 

sottoposti a stripping con Euroclone Restore Western Blot Stripping Buffer e 

poi incubati con l'anticorpo primario. L'immunostaining è stata rilevata 

utilizzando immunoglobuline anti-coniglio o anti-topo coniugate con 

perossidasi di rafano (Tabella 1C) [32]. Sono state misurate le quantità di 

ciascuna proteina utilizzando SuperSignal Substrate (Euroclone), analizzato 

con Chemidoc XRS+ e quantificato da ImageLab (entrambi di Bio-Rad).  

TABLE 1B. Primary antibodies. 

Antibodies Host* Diluition Source 
AChE 
 
BuChE 
 
CD11c 
CD206 
CD68 
ChAT 
 
ChAT 
ChT1 
 
F4-80 
Perilipin 

M 
 
G 
 
R 
R 
M 
G 
 
R 
R 
 
R 
R 

1:1000 (IHC) 
1:1000 (WB) 
1:1000 (IHC) 
1:1000 (WB) 
1:400 (IF) 
1:800 (IF) 
1:250 (IF) 
1:600 (IHC) 
1:400 (IF) 
1:1000 (WB) 
1:600 (IHC) 
1:1000 (WB) 
1:400 (IF) 
1:500 (IF) 

Sigma-Aldrich/A6970 
 
R&D Systems/AF-9024 
 
Cell Signaling/97585 
Abcam/ab64693 
Agilent, DAKO/M081401 
Merck Millipore/AB144P 
 
Merck Millipore/AB143 
Proteintech/21848-1AP 
 
Cell Signaling/70076 
Abcam/ab3526 
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Vinculin M 1:3000 (WB) Sigma-Aldrich/MAB3574 
*M, mouse; R, rabbit; G, goat; WB, western blotting; IHC, immunohistochemistry; IF, immunofluorescence. 

 

TABLE 1C. Secondary antibodies. 

Conjugated to React∗ Dilution Source ID 

Peroxidase M 1:5000 Jackson ImmunoResearch 715-036-150 
Peroxidase 
Fluorophore 
Fluorophore 
Biotinylated 
Biotinylated 
Biotinylated 

R 
G 
R 
G 
R 
M 

1:1000 
1:400 
1:400 
1:200 
1:200 
1:200 

Vector Laboratories 
Invitrogen 
Invitrogen 
Vector Laboratories 
Vector Laboratories 
Vector Laboratories 

PI-1000 
A-11055 
A-31572 
BA-5000 
BA-1000 
BA-2000 

*M, mouse; R, rabbit; G, goat. 

 

3.7 Immunoistochimica, microscopio confocale e analisi morfometrica 

L'immunoistochimica è stata eseguita su sezioni di paraffina spesse 3 μm. Le 

sezioni sono state deparaffinate, lavate in Tween-phosphate buffered saline 

0,1% (PBS) e incubate con una soluzione di recupero dell'antigene (Histo-VT-

One, PH 9, Nacalai Tesque, Kyoto, Giappone) per 40 min a 70 °C.  Dopo un 

accurato risciacquo in PBS, le sezioni sono state messe in reazione con H2O2 

allo 0,3% (in PBS; 30 min) per bloccare la perossidasi endogena, risciacquate 

con PBS e incubate in soluzione bloccante (3% di siero normale in PBS; 60 

min). Successivamente, sono state incubate con anticorpo primario (Tabella 

1B; in PBS; durante la notte a 4 °C). Dopo un accurato risciacquo in PBS, le 

sezioni sono state incubate in una soluzione 1:200 v/v di anticorpi secondari 
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biotinilati coniugati con HRP (Tabella 1C; in PBS; 30 min, a temperatura 

ambiente [RT]). Le reazioni istochimiche sono state eseguite utilizzando il kit 

Vectastain ABC (Vector Laboratories, Burlingame, CA) e Sigma Fast 3,3′-

diaminobenzidina (Sigma-Aldrich) come substrato. Le sezioni sono state 

infine colorate con ematossilina, disidratate e montate in Eukitt (Sigma-

Aldrich). La colorazione non è stata osservata quando l'anticorpo primario è 

stato omesso. Per gli esperimenti di immunofluorescenza e marcatura multipla, 

le sezioni sono state elaborate come descritto sopra fino all'incubazione con gli 

anticorpi primari (Tabella 1B). Il giorno dopo le sezioni sono state lavate due 

volte con PBS ed incubate con una miscela di anticorpi secondari diluiti in 

albumina sierica bovina all'1% PBS (Suppl. Tabella 1C) per una notte a 4 °C.  

Le sezioni sono state successivamente lavate due volte con Tween-PBS allo 

0,1%, colorate con TO-PRO3 (T3605, Invitrogen, Carlsbad, CA), montate e 

coperte con Vectashield mounting medium (Vector Laboratories). Le sezioni 

sono state osservate con un microscopio motorizzato DM6000 (Leica 

Microsystems, Wetzlar, Germania) a diversi ingrandimenti. La fluorescenza è 

stata rilevata con un Microscopio confocale spettrale TCS-SL Leica 

equipaggiato con un laser a gas misto Argon e He/Ne. I fluorofori sono stati 

eccitati con le linee da 488, 543 e 649 nm e riprese separatamente. Sono state 

ottenute immagini (1024 × 1024 pixel) sequenzialmente da due canali 
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utilizzando un foro stenopeico confocale di 1.1200 e memorizzati come file 

TIFF. La luminosità e il contrasto delle immagini finali sono stati regolati 

utilizzando Photoshop 6 (Adobe Systems). La percentuale di macrofagi 

interstiziali positivi per F4/80, CD206 o CD11c, macrofagi CLS e cellule 

giganti multinucleate che esprimono anche ChAT sono state calcolate in 5 topi 

per gruppo sperimentale. Sono state analizzate tre sezioni rappresentative di 

50 μm di ciascun topo; da ogni sezione, 10 immagini non sovrapposte sono 

state selezionate utilizzando un obiettivo ×63.  

 

3.8 Ibridazione di RNA in situ  

Sezioni incluse in paraffina di 5 μm di spessore sono state montate su vetrini 

SuperFrost Plus (Thermo Fisher, Waltham, MA), essiccate a RT per una notte, 

riscaldate a 60 °C per 1 ora e deparaffinate. L’ibridazione dell'RNA in situ 

(Tecnologia FISH RNAscope; ACDBio, Bio-Techne, Minneapolis, MN) è 

stata eseguita utilizzando sonde specifiche per RNA (Tabella 1D) secondo le 

istruzioni del produttore. Quindi, 3-plex negativo e 3-plex positivo ossia sonde 

di controllo, sono state elaborate in parallelo con le sonde target. Tutte le fasi 

di incubazione sono state eseguite a 40 °C utilizzando il sistema di ibridazione 

ACD HybEz (ACDBio). Le sezioni sono state successivamente incubate con 

H2O2 a RT per 10 minuti, risciacquate due volte in acqua distillata e 
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successivamente immerse nel tampone di recupero del bersaglio (ACDBio) a 

95-97 °C per 15 min. I vetrini sono stati lavati in acqua distillata per 15 secondi 

e disidratati in etanolo al 10% per 30 s. Dopo l'essiccazione all'aria, è stata 

disegnata una barriera idrofobica utilizzando la penna ImmEdge e le sezioni 

sono stati incubate con Protease Plus (entrambi di ACDBio) per 30 minuti a 

40 °C.  La successiva ibridazione, amplificazione e rilevazione sono state 

eseguite secondo le istruzioni del produttore (Multiplex Kit di rilevazione 

fluorescente v2, ACDBio). Le sezioni sono state colorate con TO-PRO3, 

montate con ProLong Gold Antifade Mountant (Thermo Fisher) e conservate 

a 4 °C al buio.  

TABLE 1D. RNAscope Probe all from ACD Bio. 

Target Gene Assay ID 

ChAT 
F4-80 
ChT1 
3-plex Positive control                                            
3-plex Negative control 

Mm - ChAT - mRNA (408731)  
Mm - Adgre1-C2 - mRNA (460651-C2)   
Mm - Slc5a7 - mRNA (439941)  
Mm (PN 320881) 
Mm (PN 320871)                     

 

3.9 Cromatografia liquida/Spettrometria di massa tandem  

Per la quantificazione di ACh e colina, l’eWAT isolato da topi maschi (25 CD 

e 25 HFD) è stato pesato, lavato 3 volte con la soluzione salina bilanciata di 

Hanks (HBSS; Sigma-Aldrich) e addizionato con 150 μM rivastigmina. Per 

ogni condizione sperimentale, l'eWAT di 5 animali è stato raggruppato, posto 
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in una piastra Petri e tritato con forbici sterili. I frammenti di tessuto sono stati 

digeriti con una soluzione di collagenasi di tipo II (2 mg/ml in HBSS; Sigma-

Aldrich) e 150 μM di rivastigmina per 45 minuti in bagnetto a 37 °C, filtrati 

attraverso un colino cellulare da 100 μm e poi centrifugati a 200 giri/min per 

10 minuti a RT. Gli adipociti maturi flottanti sono stati scartati, mentre le 

cellule della frazione vascolare stromale (SVF) sono state lavate due volte con 

PBS contenente 150 μM di rivastigmina, incubate con tampone di lisi 

eritrocitaria (155 mM NH4Cl, 5,7 mM K2HPO4, 0,1 mM EDTA, pH 7,3) 

arricchito di 150 μM di rivastigmina e poi centrifugate a 200 rpm per 10 minuti 

a RT. Il pellet cellulare è stato risospeso con una miscela di MeOH/H2O (80:20 

v/v) contenente 1 ng/μl bromuro di colina-(metil-13C), utilizzato come 

standard interno (200 ng/campione) e centrifugato due volte a 12.000 giri/min 

per 10 min a 4 °C per rimuovere i detriti cellulari. Il lisato è stato essiccato 

sotto flusso di N2 e risospeso in 5 mM di NH4HCOO in H2O (pH 7,5) prima 

dell'iniezione nello spettrometro di massa. La colina e l’Ach sono state 

quantificate con metodo LC-MS-MS utilizzando una colonna Luna 5 μm 

HILIC 200Å LC (150 x 3 mm). Le fasi mobili per l'analisi sono stati la fase A, 

5 mM NH4HCOO in H2O (pH 7,5) e la fase B, MeOH. La pendenza era T0 5% 

A, T21min 5% A, T5min 95% A, T5.1min 95% A, T7min 5% A, T15min 5% 

A con una portata di 500 μl/min. I dati sono stati acquisiti su un Sciex Triple 
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Quad 3500 con un sistema HPLC e un autocampionatore incorporato (tutti da 

AB Sciex Milano, Italia). Il software MultiQuant (v. 3.0.2; AB Sciex) è stato 

utilizzato per l'analisi dei dati e per la revisione dei cromatogrammi. L'Ach e 

la colina sono state quantificate utilizzando una curva standard. I dati sono stati 

normalizzati in base al peso del tessuto espresso in grammi (g).  

 

3.10 Analisi statistica  

Tutti gli esperimenti sono stati eseguiti in triplicato. I risultati sono riportati 

come media ± errore standard della media (SEM). I confronti tra 2 o più gruppi 

biologici sono stati eseguiti rispettivamente con il T test di Student e con 

l’analisi della varianza unidirezionale (ANOVA). Un valore P < 0,05 è stato 

considerato come una differenza statisticamente significativa. Tutte le analisi 

statistiche sono state eseguite con il software GraphPad Prism 6.  
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Capitolo quarto  

RISULTATI  

4.1 Nel tessuto adiposo epididimale di topo, l'obesità indotta da dieta 

influenza l'espressione genica dei markers molecolari del sistema 

colinergico 

Per valutare se un sistema colinergico non-neuronale si attiva nel WAT di topi 

con obesità indotta da dieta, topi maschi adulti sono stati alimentati con una 

dieta iperlipidica (HFD) per 15 settimane. La dieta HFD ha determinato un 

aumento significativo del peso corporeo (Fig. 1.1 A) e del peso del deposito 

adiposo viscerale e sottocutaneo (Fig. 1.1 B) rispetto ai topi a dieta normale, 

di controllo (CD).  

 

Figura 1.1 Tendenze del peso corporeo nei topi alimentati con una dieta a basso contenuto di grassi (CD) e 

HFD per 15 settimane (A). Peso dei depositi adiposi viscerali e sottocutanei alla fine dell'esperimento (B). 
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I risultati della qRT-PCR hanno dimostrato nel tessuto adiposo epididimale 

(eWAT) di topi HFD (rispetto ai topi CD) un'espressione significativamente 

più elevata di TNFα, tipica citochina proinfiammatoria (marker dei macrofagi 

M1), dell'arginasi-1 e del recettore del mannosio-1 (CD206), due marcatori dei 

macrofagi M2 antinfiammatori [33] (Fig. 1.2 C). 

 

Figura 1.2 Analisi qRT-PCR di marcatori macrofagici (C) e marker molecolari colinergici (D) in eWAT di 

topi CD (n = 6) e topi HFD (n = 6). 

 

Questi dati hanno confermato che l'HFD ha determinato una significativa 

infiltrazione di macrofagi nel tessuto adiposo epididimale. La valutazione 

dell'espressione genica dei markers molecolari colinergici nell’eWAT ha 
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rivelato un aumento significativo dell'espressione degli mRNA di ChAT e 

ChT1 nei topi obesi rispetto ai topi di controllo, e una ridotta espressione degli 

mRNA di BuChE e AChE (sebbene per quest'ultimo marcatore la differenza 

non fosse significativa; Fig. 1.2 D). Né il controllo né i topi obesi hanno 

mostrato valori di mRNA di VAChT rilevabili (dati non mostrati). L'analisi di 

Western blot ha confermato il significativo aumento dell'espressione di ChAT 

e ChT1 riscontrata nell’eWAT di topo obeso (Fig. 1.3 E), dove, tuttavia, i 

livelli della proteina BuChE erano simili a quelli dei topi CD, mentre la 

proteina AChE ha mostrato una riduzione non significativa (Fig. 1.4).  

 

Figura 1.3 Immunoblot rappresentativo e quantificazione di ChAT e ChT1 in eWAT di topi CD (n=6) e topi 

HFD (n=6).  
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Figura 1.4 Immunoblot rappresentativo e quantificazione di BuChE e AChE in eWAT di topi CD (n = 6) e 

HFD (n = 6). 

 

Collettivamente, questi dati mostrano che l'HFD induce cambiamenti 

molecolari nell’eWAT, che sono coerenti con l'aumento della sintesi di ACh, 

probabilmente in parallelo con la sua ridotta degradazione. Suggeriscono 

anche che l'obesità aumenta o promuove l'attivazione del signalling 

colinergico nell’ eWAT. La mancanza di mRNA di VAChT in eWAT è 

coerente con l’assenza di nervi colinergici nell' eWAT di topo [24]. Tuttavia, 

ciò non esclude la presenza e/o l’attivazione di un sistema colinergico non -

neuronale, in cui l'ACh è stata spesso trovata non nelle vescicole ma piuttosto 

sintetizzata a livello molto basso nel citosol per rilascio diretto [34-36], 

probabilmente attraverso il trasportatore cationico organico [37].  
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4.2 I macrofagi che infiltrano il tessuto adiposo epididimale di topo 

esprimono la proteina ChAT  

Per identificare le cellule coinvolte in questo presunto sistema colinergico 

adiposo non-neuronale, sono state dapprima impiegate tecniche 

immunoistochimiche per valutare l'espressione cellulare e la distribuzione 

tissutale dei markers molecolari colinergici. Istologicamente, l’eWAT di topi 

CD ha mostrato la tipica  morfologia del tessuto adiposo bianco, mentre 

l'eWAT dei topi HFD ha mostrato aspetti morfologici caratteristici del tessuto 

adiposo dei soggetti con obesità, ossia con diversi CLS sparsi nei lobuli di 

grasso e tra gli adipociti ipertrofici; un numero considerevole di MGC, che si 

trovavano spesso vicino alle CLS; e un aumento della cellularità non solo nel 

parenchima ma anche in posizione peri o paravascolare (probabilmente cellule 

infiammatorie infiltranti). In topi CD, l'immunocolorazione di ChAT era 

appena rilevabile e poi solo in un piccolo numero di cellule non adipose, che 

spesso si raggruppavano tra gli adipociti bianchi (Fig. 2.1 A), e nei rari CLS e 

MGC. 
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Figura 2.1 Rilevamento immunoistochimico di ChAT in eWAT di topo da topi CD e HFD. 

Immunoperossidasi: nei topi CD, la colorazione di ChAT è appena rilevabile in due cellule non adipose 

trovate tra gli adipociti bianchi (A, frecce).  

 

Nei topi obesi, ChAT è espresso da un numero significativo di cellule 

infiltranti, che si trovano tra gli adipociti ipertrofici (Fig. 2.2 B), da numerose 

cellule che formano CLS (Fig. 2.2 C) e dalle MGC (Fig. 2.2 D).  

 

Figura 2.2 Nei topi HFD, ChAT è chiaramente espresso da una cellula infiltrante localizzata tra gli adipociti 

ipertrofici (B, freccia), da parte di alcune cellule formanti CLS (C, frecce) e da MGC (D). Le punte di 

freccia in A, B e C indicano cellule interstiziali negative. 
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Gli adipociti bianchi non esprimono ChAT in nessuna delle condizioni 

sperimentali studiate (Fig. 2.3).  

 

Figura 2.3 Doppia colorazione e microscopia confocale (E) di adipociti perilipina-positivi (rosso) di topo 

HFD che non esprimono ChAT; si noti l'assenza di colorazione perilipina nel CLS raffigurato 

nell'immagine, che è formato da cellule ChAT-positive (verde).  

 

Gli esperimenti di doppia colorazione e l'analisi al microscopio confocale 

hanno rivelato che nei topi CD praticamente tutte le cellule ChAT-positive 

infiltranti il parenchima adiposo erano anche positive per il marcatore di 

superficie delle cellule macrofagiche F4-80 [40] (Fig. 2.4 F-H), identificandole 

così come macrofagi interstiziali residenti. In netto contrasto, nei topi obesi 

HFD solo il 67,79% ± 4,37 delle cellule interstiziali ChAT-positive erano 
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macrofagi F4-80-positivi (Fig. 2.4 I-K); questo dà supporto alla possibilità che 

nel tessuto adiposo dei topi in HFD altre cellule infiltranti, oltre ai macrofagi, 

acquisiscano la capacità di sintetizzare ACh. 

 

 

Fig. 2.4 Microscopia confocale: in un topo CD (F-H), tre cellule infiltranti ChAT-positive (verdi, frecce) sono 

positive anche per il marcatore pan-macrofagico di superficie F4-80 (rosso, frecce); in un topo HFD (I-K) 

viene rilevata una colorazione specifica di ChAT (verde) in una cellula infiltrante F4-80-positiva (rosso, 

freccia) e in macrofagi F4-80-positivi che formano un CLS e tre MGC. Ad: adipocita.  

I riquadri sono ingrandimenti delle aree incorniciate corrispondenti.  
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Le analisi morfometriche hanno anche mostrato che nei topi CD l'8,68% ± il 

3,88 dei macrofagi interstiziali F4-80-positivi, il 5,25% ± 2,48 dei macrofagi 

F4-80-positivi associati a CLS e il 43,33%± 6,66 delle MGC F4-80-positive 

erano positivi anche per ChAT, mentre nei topi HFD l'espressione di ChAT è 

stato rilevato nel 38,21% ± 3,04 dei macrofagi interstiziali F4-80-positivi, nel 

32,26% ± 1,65 dei macrofagi F4-80-positivi associati a CLS e nel 93,42% ± 

4,69 delle MGC F4-80-positive (Fig. 2.5 L).  

 

Fig. 2.5 L Percentuali dei macrofagi interstiziali F4-80-positivi, macrofagi associati a CLS F4-80 positivi e 

MGC F4-80 positivi che sono anche positivi per ChAT in eWAT di topi CD (n = 5) e HFD (n = 5). 
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Poiché nell'obesità patologica il WAT è infiltrato da macrofagi derivati dal 

midollo osseo che mostrano un fenotipo proinfiammatorio M1[10,33], è stata 

valutata la percentuale di cellule ChAT-positive che esprimono anche il 

marcatore del macrofago M1-proinfiammatorio ossia il CD11c o il CD206, 

marcatore del macrofago antinfiammatorio M2. Nell’eWAT di topi obesi sono 

state rilevate percentuali simili di macrofagi M1 e M2 ChAT-positivi che 

formano CLS e MGC, mentre i macrofagi interstiziali ChAT-positivi 

mostravano in gran parte il fenotipo antinfiammatorio M2 (Fig. 2.6). 
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Fig.2.6 Percentuale di cellule interstiziali, CLS e MGC ChAT-positive che esprimono il marcatore 

macrofagico proinfiammatorio CD11c M1 (barre bianche) o il marcatore macrofagico antinfiammatorio 

CD206 M2 (barre nere) in eWAT di topi HFD (n = 5).  

 

Sebbene non siano stati trovati anticorpi primari adatti a rilevare l'AChE 

mediante immunoistochimica, è stata trovata un'espressione simile di BuChE 

negli adipociti di topi CD e HFD, senza differenze evidenti tra le due 

condizioni, in linea con i dati ottenuti attraverso Western blotting (Fig 2.7). Al 

contrario, mentre ChT1 era scarsamente espresso in alcuni adipociti nei topi 
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CD, era fortemente espresso da adipociti ipertrofici e da numerosi macrofagi 

di topi HFD (Fig. 2.7). Questi risultati hanno confermato il marcato aumento 

dell'espressione di questo marcatore colinergico identificato nei topi obesi 

mediante qRT-PCR e analisi Western blot.  

  

Fig. 2.7 Espressione di BuChE e ChT1 in eWAT murini di topi CD e HFD. Immunoperossidasi: 

l'immunoreattività di BuChE viene rilevata lungo porzioni limitate del bordo citoplasmatico di adipociti 

bianchi (frecce) sia nei topi CD (A) che HFD (B). In un topo CD (C), l'immunocolorazione di ChT1 è 

appena rilevabile nel bordo citoplasmatico di un adipocita (freccia); al contrario, in un topo HFD la 

colorazione di ChT1 è fortemente espressa dagli adipociti ipertrofici (D, freccia) e dai macrofagi che 

formano CLS (E).  
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4.3 I macrofagi che infiltrano il tessuto adiposo epididimale di topo 

esprimono l'mRNA di ChAT  

Ulteriori conferme, sul fatto che un certo numero di cellule non adipose 

nell’eWAT esprima la proteina ChAT e che sia potenzialmente in grado di 

sintetizzare ACh, sono state ricercate valutando l'espressione dell'mRNA di 

ChAT nell’eWAT di topi CD e HFD, attraverso l'ibridazione in situ. Mentre 

nei topi CD l'mRNA di ChAT è stato rilevato solo in un numero ristretto di 

macrofagi interstiziali F4-80-positivi (Fig. 3.1 A-C), nei topi HFD è stato 

espresso da un numero considerevole di macrofagi interstiziali F4-80-positivi 

e macrofagi che formano CLS o MGC (Fig.3.1 D-F). Come si evince dagli 

esperimenti immunoistochimici, nell’eWAT di topi obesi alcune cellule 

trovate tra gli adipociti ipertrofici, erano positive per l'mRNA di ChAT ma non 

per l'mRNA di F4-80 (riquadro di Fig.3.1 D-F). Gli esperimenti di ibridazione 

in situ hanno anche confermato che i macrofagi e gli adipociti ipertrofici hanno 

una maggiore espressione di ChT1 nei topi obesi rispetto a quelli CD (Fig. 

3.2).  
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Fig 3.1 Rilevazione di mRNA di ChAT in eWAT di topi CD e HFD mediante ibridazione in situ. 

Ibridazione dell'RNA in situ: in un topo CD (A-C), l'mRNA di ChAT (verde) è rilevato in due cellule 

interstiziali contenenti anche mRNA di F4-80 (rosso, frecce); il macrofago che si trova nell'angolo in basso a 

sinistra è ingrandito nel riquadro. Si notino le due cellule interstiziali contenenti mRNA di F4-80 (B, rosso, 

punte di freccia) ma non l’mRNA di ChAT. Nei topi HFD (D-F), l'mRNA di ChAT (verde) viene rilevato in 

diversi macrofagi F4-80-positivi che formano CLS (rosso). Si notino le due cellule infiltranti che esprimono 

l'mRNA di ChAT (verde, frecce) ma non l’mRNA di F4-80.  
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Fig. 3.2 Ibridazione di RNA in situ: in un topo CD (F-H), una piccola quantità di mRNA di ChT1 si trova in 

alcuni adipociti, mentre in un topo HFD l'mRNA di ChT1 è più abbondante negli adipociti bianchi ed è 

rilevabile anche nei macrofagi contenenti mRNA di F4-80.  

 

4.4 Il tessuto adiposo epididimale di topi obesi contiene livelli più alti di 

acetilcolina e colina  

Successivamente, è stata quantificata l’Ach e la colina nella SVF dell’eWAT 

di topi CD e HFD utilizzando LC-MS-MS. La frazione vascolare stromale del 

tessuto adiposo non contiene adipociti completamente differenziati ma è ricco 

di cellule interstiziali, endoteliali, progenitrici e, soprattutto, cellule 

immunitarie infiltranti [41]. Risultati normalizzati per il peso dei tessuti (g) 
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hanno dimostrato la presenza di Ach e colina nel SVF di topi CD (34.75 2.479 

pg/g e 3,95 0,81 ng/g, SEM medio, rispettivamente). Tuttavia, nella SVF dei 

topi HFD, l’Ach è quasi quadruplicata (125,78 20,17 pg/g, media SEM; 

p<0,05) (Fig. 4.1 A), mentre la colina era circa 4,7 volte superiore (18.95 3.072 

ng/g, media SEM; p<0.05) (Fig. 4.1 B). Collettivamente, questi dati mostrano 

che l’eWAT di topo presenta un sistema colinergico non-neuronale macrofago-

dipendente. In topi sani il sistema gioca funzioni omeostatiche ancora non 

identificate, ma è significativamente presente e attivato nell'obesità morbosa.  

 

Fig. 4.1 Analisi LC-MS-MS della SVF ottenuta da eWAT di topi CD e HFD. I livelli di Ach (A) e di colina 

(B) sono stati misurati in 4 campioni di SVF per condizione sperimentale; ogni campione è stato ottenuto 

raggruppando eWAT di 5 topi.  
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4.5 Il tessuto adiposo omentale di soggetti con obesità è infiltrato da 

macrofagi che esprimono la ChAT  

In una prospettiva traslazionale, è stato poi valutato se il sistema colinergico 

non-neuronale fosse presente anche nel WAT viscerale umano. In primo luogo, 

sono stati valutati i marcatori colinergici nel tessuto adiposo omentale umano 

mediante qRT-PCR. ChAT non è stato rilevato in nessuno dei soggetti sani 

(n=10), mentre è stato rilevato in 10 dei 31 individui obesi (Fig. 5.1 A). Rispetto 

ai pazienti sani, i pazienti obesi hanno mostrato un'espressione di AChE più 

elevata, anche se non significativa, livelli di BuChE invariati e, come osservato 

nei tessuti di topo, un aumento significativo dell'mRNA di ChT1. È interessante 

notare che, in netto contrasto con l'eWAT del topo, VAChT è stato rilevato nel 

tessuto adiposo omentale, seppur la sua espressione è bassa e non 

significativamente più alta nei soggetti obesi (Fig. 5.1 B).  
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Fig. 5.1 Presenza di un sistema colinergico non-neuronale nel tessuto adiposo di soggetti obesi. Analisi qRT-

PCR di ChAT (A) e gli altri markers molecolari colinergici (B) in WAT omentale NW (NW; n=10) e 

soggetti obesi (n=31). 

 

Anche se non sono stati trovati anticorpi correttamente funzionanti sulle sezioni 

di paraffina per rilevare AChE, BuChE e ChT1 con l’immunoistochimica, è 

stato utilizzato un anticorpo primario per detectare la ChAT umana, come 

dimostrato dalla sua colorazione specifica dei neuroni colinergici e proiezioni 

della corteccia cerebrale umana (Fig. 5.2 C). L'anticorpo non ha mai prodotto 

specifiche colorazioni di ChAT in sezioni di tessuto adiposo omentale di 

soggetti sani. Al contrario, ha colorato alcuni macrofagi CD68-positivi che 

formano le CLS (Fig. 5.2 D e G-I), le MGC (Fig. 5.2 E e G-I) ed alcuni 

macrofagi interstiziali trovati tra gli adipociti (Fig. 5.2 F e J-L) in 16 dei 31 

pazienti obesi, anche se con notevole variabilità nel grado di positività.  
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Fig 5.2 Immunoperossidasi: viene rilevata una colorazione specifica di ChAT nei neuroni corticali cerebrali 

umani (C), utilizzati come controllo positivo; nel tessuto adiposo omentale di pazienti obesi, la colorazione di 

ChAT si riscontra nei macrofagi che formano CLS (D) e MGC (E) e in due cellule infiltranti (F, frecce). 

Microscopia a doppia colorazione e confocale (G-I): i macrofagi ChAT-positivi che formano CLS e MGC 

(verde) sono positivi anche per il marcatore macrofagico CD68 (rosso). Si notino due cellule ChAT-positive 

che tuttavia non sono positive, o molto debolmente positive per CD68 (punte di freccia). H-L: in un piccolo 

gruppo di macrofagi CD68-positivi (rossi) infiltranti il tessuto adiposo omentale in un soggetto obeso, una 

singola cellula (verde) è positiva anche per ChAT (freccia). 
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Un’analisi retrospettiva ha identificato i macrofagi ChAT-positivi, CLS e/o 

MGC in 7 dei 10 pazienti in cui la ChAT era stata rilevata da qRT-PCR e in 9 

dei 22 pazienti in cui l’mRNA di ChAT era inosservabile. Non sono state 

trovate correlazioni significative tra la presenza e il numero di ChAT che 

esprimono macrofagi CD68 positivi ed età, sesso o BMI (non mostrati). 

Collettivamente, questi dati sono a sostegno della possibilità che anche 

nell'uomo – seppur con un'elevata variabilità che può dipendere dalla posizione 

anatomica del deposito adiposo, il sito di raccolta dei campioni e la durata e la 

gravità dell'obesità – è presente un sistema colinergico non-neuronale 

dipendente dai macrofagi che si attiva nel tessuto adiposo in corso di 

infiammazione che caratterizza l’obesità.  
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4.6 L'acetilcolina attenua, in adipociti umani in coltura, lo stato 

infiammatorio e migliora l’insulino-resistenza indotta da TNFα 

I risultati sopra descritti suggeriscono che, in condizioni obesogene, il tessuto 

adiposo viscerale nel topo e probabilmente nell'uomo, è infiltrato da una 

popolazione di macrofagi che esprimono ChAT e che sono in grado di 

sintetizzare e rilasciare ACh, che diffondendosi in modo paracrino, può agire 

sugli adipociti e influenzare il loro metabolismo. Pertanto, abbiamo studiato 

sugli adipociti umani in coltura (hMADS), alcuni effetti biologici dell'ACh 

dove è stato indotto uno stato infiammatorio in seguito al trattamento con TNFα 

per 24 ore. Come previsto, TNFα ha indotto un aumento significativo 

dell'espressione della proteina chemoattrattiva monocitaria 1 (MCP-1), il 

principale fattore chemiotattico coinvolto nell'infiltrazione delle cellule 

infiammatorie nel tessuto adiposo obeso [42], e della citochina 

proinfiammatoria interleuchina (IL)-6, mentre ha ridotto significativamente 

l'espressione genica dell'adiponectina, ormone insulino-sensibilizzante (Fig. 

6.1 A). Il trattamento con Ach per 3 o 6 ore ha significativamente attenuato gli 

effetti del TNFα sull'espressione di MCP-1 e IL-6, mentre non ha modificato 

l’espressione dell'adiponectina (Fig. 6.1 A).  
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Fig. 6.1 Effetti dell'ACh antinfiammatori e promotori dell'insulina negli adipociti hMADS. A: Livelli di 

mRNA di MCP 1, IL-6 e adiponectina negli adipociti hMADS trattati per 24 ore con 10 ng/ml di TNFα, da 

solo o in combinazione con ACh 1 nM, con/senza rivastigmina 1 nM per 3 o 6 ore. Dati (da 3 esperimenti 

indipendenti) espressi come media ± SEM; **P<0,01, ***P<0,001 rispetto al trattamento con TNFα, 

#P<0,05, ## P<0,01, ### P<0,001 tra gruppi biologici come indicato dalla linea. Dati analizzati utilizzando 

ANOVA unidirezionale.  

 

Tuttavia, come la maggior parte delle cellule di mammifero, anche gli 

adipociti hMADS esprimono quantità significative di AChE e BuChE, 

rilevabili sia come mRNA che come proteine (Fig. 6.2).  
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Fig. 6.2 Espressione di AChE e BuChE negli adipociti hMADS. Analisi qRT-PCR (pannelli di sinistra), 

immunoblot rappresentativi e quantificazione (pannelli di destra) dell’espressione di AChE (A) e BuChE (B) 

nelle cellule hMADS (barre bianche) e negli adipociti hMADS (barre nere). I dati (da 3 campioni) sono 

mostrati come media ± SEM; **P<0,01, ***P<0,001 rispetto a cellule hMADS. I dati sono stati analizzati 

utilizzando il test t di Student.  

 

Così il trattamento degli adipociti hMADS con ACh e rivastigmina (un 

inibitore di AChE e BuChE che può prevenire la degradazione dell'ACh), ha 

attenuato gli effetti infiammatori indotti dal TNFα riducendo l’espressione di 

MCP-1 e IL-6 in misura ancora maggiore e ha anche aumentato 

significativamente l'espressione dell'mRNA dell'adiponectina (Fig. 6.1 A).  
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Il test ELISA, eseguito in surnatanti delle stesse colture cellulari, ha confermato 

che il trattamento con ACh e la rivastigmina ha ridotto significativamente 

l'aumento della secrezione di IL-6 negli adipociti hMADS stressati da TNFα 

ma non ha modificato la secrezione di adiponectina (Fig. 6.3 B).  

 

Fig 6.3 Concentrazioni di IL-6 e adiponectina misurate mediante ELISA nei supernatanti di colture cellulari. 

I dati (da 3 esperimenti indipendenti) sono espressi in media ± SEM; ***P<0,001 rispetto alle cellule non 

trattate (NT) ## P<0,01, #tra gruppi biologici come indicato dalla linea. Dati analizzati utilizzando ANOVA 

unidirezionale.  

 

Gli mRNA di IL-1β e leptina sono aumentati significativamente negli adipociti 

hMADS stressati da TNFα, ma ACh e/o ACh in combinazione con rivastigmina 

non ne modificano l'espressione (dati non visualizzati). Negli adipociti hMADS 

il trattamento con TNFα per 24 ore ha anche ridotto l'espressione dell'mRNA 

di GLUT4, che non è stata modificata dal trattamento con ACh per 3 o 6 ore, 

ma è stata significativamente ripristinata dal trattamento con ACh e 
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rivastigmina per 3 o 6 ore (Fig. 6.4 C). Infine, il trattamento con TNFα 24 ore 

ha provocato una riduzione drastica dell'assorbimento di glucosio da parte delle 

hMADS, indotto dal trattamento insulinico di 60 minuti, ma il trattamento con 

ACh e rivastigmina per 3 o 24 ore ne ha migliorato significativamente 

l'assorbimento (Fig. 6.4 D).  

 

Fig. 6.4 C: Livelli di mRNA di GLUT4 negli adipociti hMADS trattati per 24 ore con 10 ng/ml TNFα, da 

solo o in combinazione con 1 nM ACh, con/senza rivastigmina 1 nM per 3 o 6 ore. I dati (da 3 esperimenti 

indipendenti) sono espressi in media ± SEM; * P<0,05, rispetto alle cellule trattate con TNFα; # P<0,05, ### 

P<0,001 tra i gruppi biologici come indicato dalla linea. I dati sono statti analizzati utilizzando ANOVA 

unidirezionale. D: assorbimento di 2-NBDG, espresso come intensità media di fluorescenza (MFI), negli 

adipociti hMADS (NT) non trattati e negli adipociti hMADS trattati con insulina 100 nM per 20 minuti; 10 

ng/ml di TNFα per 24 ore; con TNFα e insulina; o con TNFα, insulina, 1 nM ACh e rivastigmina 1 nM per 3 

o 24 ore. I dati (da 3 esperimenti indipendenti) sono espressi come media ± SEM; *P<0,05, ***P<0,001 tra 

gruppi biologici come indicato dalla linea. I dati sono stati analizzati utilizzando un metodo unidirezionale 

ANOVA.  
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Capitolo quinto  

DISCUSSIONE 

5.1 Discussione dei risultati  

Nei roditori e nell'uomo, gli adipociti bianchi esprimono un pattern complesso, 

eterogeneo ed evoluto di recettori mAChR e nAChR, modulato da una serie di 

fattori fisiopatologici, tra cui il freddo e l'obesità [13-21]. Tuttavia, poiché il 

WAT manca di innervazione colinergica parasimpatica [24], l'ACh che agisce 

sugli adipociti non può essere di origine neuronale, ma deve essere sintetizzata 

e secreta dalle cellule non neuronali presenti nel WAT. È improbabile che il 

sangue sia la fonte di ACh endogena, poiché una significativa attività della 

colinesterasi nelle cellule del plasma, negli eritrociti, nel fegato e nel polmone 

la mantiene a livelli quasi impercettibili, per impedire che l’ACh possa 

fuoriuscire ed agire in modo diffuso, come un ormone [22,25-27]. Questa tesi 

dimostra come l'eWAT del topo sia dotato di un sistema colinergico non- 

neuronale in cui i macrofagi, nei tessuti sani e, soprattutto, in quelli con obesità 

patologica, possiedono e/o acquisiscono la capacità di esprimere la ChAT 

(mRNA e proteina), l'enzima che guida la sintesi dell'ACh. È interessante 

notare che nei topi obesi una consistente popolazione di cellule infiltranti 

ChAT-positive non è positiva per F4-80, una glicoproteina espressa in un 

ampio range di macrofagi del tessuto maturo ed è considerato un marcatore 
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pan-macrofagico [40]. Ciò solleva l’interessante possibilità che altri tipi di 

cellule, come linfociti e/o granulociti, possano avere la capacità di sintetizzare 

e secernere ACh nel tessuto adiposo infiammato dei soggetti obesi. 

Collettivamente, questi dati, insieme alla concentrazione di ACh, 

significativamente più elevata riscontrata nella SVF dei topi obesi rispetto a 

quelli normopeso, evidenziano la presenza di un sistema colinergico non-

neuronale immunomediato nell'eWAT che è funzionalmente attivato 

dall'infiammazione indotta da obesità. Questa indagine è stata condotta su 

eWAT di topo per tre motivi principali. Anche se recenti studi sulle singole 

cellule hanno evidenziato una limitata sovrapposizione di adipociti umani e 

murini e depositi adiposi in condizioni normali e obese [43,44], il deposito di 

tessuto adiposo epididimale dei roditori è il più simile a quello viscerale umano, 

che condivide un'elevata suscettibilità all'infiltrazione dei macrofagi e fornisce 

una fonte di mediatori infiammatori che contribuiscono notevolmente alle 

complicanze metaboliche correlate all’obesità [4,5]. Inoltre, l'eWAT dei 

roditori è un grande deposito di tessuto adiposo completamente sezionabile, che 

può essere isolato senza contaminazione da organi/strutture adiacenti [45]. 

Infine, l'organizzazione anatomica dell'eWAT del topo è tale che, a differenza 

dei depositi adiposi mesenterici, parametriali e sottocutanei, non è attraversato 

da nervi colinergici motori o parasimpatici che hanno come bersaglio strutture 
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somatiche o viscerali adiacenti. Inoltre, non contiene né linfonodi né focolai 

permanenti di tessuto linfatico [46], che, esprimendo molecole coinvolte nella 

trasmissione colinergica, potrebbero interferire con lo studio delle molecole 

coinvolte nel signalling del sistema colinergico. I dati mostrati supportano 

l'ipotesi che nel WAT viscerale dei soggetti obesi, un gran numero di 

macrofagi, CLS e MGC – più numerosi nei topi che nell'uomo – sintetizzino e 

secernino ACh, che diffondendosi attraverso lo spazio extracellulare potrebbe 

influenzare il metabolismo degli adipociti. In linea con gli studi condotti con 

specifici agonisti dell'AChR in colture murine e umane di adipociti [14-19], è 

stato visto che l'ACh esercita effetti antinfiammatori e promuove la sensibilità 

all’insulina negli adipociti hMADS stressati dal trattamento con TNFα. È 

interessante notare come il blocco causato dalla rivastigmina dell'attività 

idrolitica di AChE e BuChE, che sono espressi dagli adipociti bianchi, aumenti 

gli effetti benefici. Mentre l'espressione di questi enzimi, da parte degli 

adipociti, concorda con la nozione che essi sono bersaglio dell'ACh, suggerisce 

inoltre che il potenziamento selettivo della segnalazione colinergica attraverso 

la riduzione delle attività di AChE e/o BuChE potrebbe fornire un nuovo 

approccio all'obesità patologica. Gli effetti dell'ACh secreta dalle cellule 

infiammatorie nel WAT possono contribuire all'eterogeneità morfologica e 

metabolica degli adipociti nel tessuto adiposo obeso, in cui spesso sono 
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frequenti adipociti dall'aspetto normale tra quelli stressati e danneggiati. 

Inoltre, il tessuto adiposo obeso mostra notevoli capacità rigenerative nel tempo 

[48]. Mentre un'eventuale azione dell’ACh sui precursori degli adipociti non è 

stata ancora investigata, le cellule staminali mesenchimali di derivazione 

adiposa, sia dei roditori che dell'uomo, esprimono mAChR e nAChR, la cui 

attivazione influisce sul differenziamento di esse [49,50]. Naturalmente, anche 

l'ACh prodotta dalle cellule infiammatorie che infiltrano il WAT obeso può 

influenzare le cellule non adipose per via autocrina o paracrina, ad esempio 

prendendo di mira i macrofagi. Mentre l'attivazione dei mAChR dei macrofagi 

esercita effetti proinfiammatori [51], l’attivazione del signalling dei nAChR nei 

macrofagi è generalmente associata ad un'azione antinfiammatoria. In 

particolare, l'attivazione di α7nAChR sembra ridurre la secrezione di citochine 

infiammatorie ed influenzare l'apoptosi, la proliferazione e polarizzazione dei 

macrofagi, riducendo infine la risposta infiammatoria sistemica [52]. È 

interessante notare che i topi knockout per α7nAChR stimolati con una HFD 

mostrano una maggiore infiammazione del tessuto adiposo e una più grave 

compromissione della sensibilità all'insulina [20,53]. Cellule endoteliali 

vascolari esprimono sia mAChR che nAChR e rispondono all'ACh rilasciando 

ossido nitrico, che promuove la vasodilatazione [54]; inoltre, la nicotina è un 

potente stimolatore dell'angiogenesi, mediata principalmente da α7nAChR e 
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coinvolge l'attivazione del fattore di trascrizione NF-қB [55]. Di conseguenza, 

il sistema colinergico adiposo non-neuronale identificato da questo studio 

potrebbe essere implicato negli importanti cambiamenti vascolari rilevati nel 

WAT in soggetti con obesità. Infine, l'ACh ha anche la potenzialità di 

influenzare la fibrosi del tessuto adiposo agendo sui fibroblasti [56]. In 

condizioni obesogene, il WAT, che normalmente contiene macrofagi residenti, 

è popolato da macrofagi derivati dal midollo osseo che mostrano un fenotipo 

proinfiammatorio polarizzato-M1, che promuove l'infiammazione di basso 

grado e la resistenza all'insulina [10,33]. Anche se recenti studi hanno 

sottolineato l'ampia eterogeneità dei compartimenti delle cellule adipose 

immunitarie in condizioni normali e obesogene, mettendo anche in discussione 

la netta distinzione tra macrofagi proinfiammatori M1 e antinfiammatori M2 

[57], il fatto che ChAT fosse principalmente espressa dai macrofagi interstiziali 

antinfiammatori M2 CD206-positivi, suggerisce che l'attivazione del sistema 

colinergico non-neuronale si svolge in gruppi distinti di macrofagi, 

probabilmente quelli coinvolti nella plasticità e riparazione. Ulteriori aspetti 

che emergono dallo studio sono un aumento dell'espressione di ChT1 nel 

tessuto adiposo obeso, sia dei topi che dei soggetti umani, e livelli più elevati 

di colina nella SVF dell’eWAT di topi obesi. Questi risultati indicano che il 

metabolismo della colina è accelerato nell'obesità. L’ attivazione del 
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metabolismo della colina nel tessuto adiposo obeso può, in una certa misura, 

riflettere l’attivazione del signalling colinergico non-neuronale. È interessante 

notare che la colina è un agonista parziale del nAChR e concentrazioni 

maggiori di quelle necessarie per bloccare i canali ionotropi, inducono la loro 

attivazione [58,59]. Così, un contributo di colina al sistema colinergico non -

neuronale che agisce nel tessuto adiposo obeso non deve essere sottovalutato. 

D'altra parte, alcuni eventi cellulari che si verificano nel tessuto adiposo 

infiammato, tra cui l'ipertrofia degli adipociti e il reclutamento, migrazione e 

fagocitosi dei macrofagi, richiedono una sostanziale sintesi de novo della 

membrana cellulare, in cui la colina è richiesta per la sintesi di fosfolipidi 

essenziali della membrana. Qualunque sia la causa, l'aumento della quantità di 

colina necessaria per il rimodellamento del WAT durante l'obesità, può ridurne 

la disponibilità ad altri tessuti e organi, quindi aggravare alcune complicanze 

patologiche delle sue comorbidità. È interessante notare che negli esseri umani 

la carenza di colina alimentare provoca danni al fegato e ai muscoli, incluso la 

steatosi ed elevati livelli sierici di transaminasi epatiche e creatinfosfochinasi 

[60,61]. La sintesi di ACh e la presenza di mRNA e/o proteine ChAT nei 

macrofagi sono state segnalate per la prima volta nei macrofagi alveolari umani 

[62] e nei macrofagi renali di ratto durante il rigetto acuto dell'allotrapianto 

[63]. Successivamente, l'espressione del gene reporter è stata rilevata nei 
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macrofagi splenici di topi transgenici ChATBAC-eGFP [64]. La scoperta di un 

sistema colinergico macrofago-dipendente non-neuronale nel WAT viscerale e 

la sua attivazione durante l'obesità è in linea con i lavori mostrati per cui i 

macrofagi che secernono l’ACh regolano l'attivazione termogenica nel tessuto 

adiposo sottocutaneo del topo [21, 65]. Pertanto, l'opinione emergente è che, 

come in molte altre condizioni infiammatorie, durante l'obesità patologica i 

sistemi colinergici non-neuronali si attivino ed esercitino effetti benefici 

deposito-specifici su aspetti fisiopatologici distintivi dell’obesità patologica. 

Questi aspetti possono variare dalla riduzione dell’infiammazione del WAT e 

dell’insulino-resistenza, all'aumento del dispendio energetico mediato dal 

tessuto adiposo bruno. Il potenziamento selettivo di questi sistemi può fornire 

un ulteriore approccio terapeutico per contrastare l'obesità e le malattie 

associate. Tuttavia, l'ACh è una potente molecola pleiotropica i cui recettori 

sono probabilmente in tutti i tipi di cellule. Nei roditori, ma soprattutto 

nell'uomo, il tessuto adiposo spesso circonda e infiltra organi e tessuti, 

compresa la ghiandola mammaria; il pancreas, soprattutto in individui anziani; 

il cuore, a livello dello strato epicardico; il muscolo scheletrico; i vasi sanguigni 

principali e i fasci nervosi. Pertanto, se l'attivazione del sistema colinergico 

non-neuronale fosse confermata come risposta compensatoria diffusa nel 

tessuto adiposo durante l'obesità patologica, sarebbe possibile avanzare l'ipotesi 
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che l'ACh, secreta in eccesso dalle cellule immunitarie infiltranti i depositi di 

tessuto adiposo obeso, possa interagire anche con altri tipi cellulari, 

interrompere i meccanismi omeostatici locali e contribuire positivamente alle 

comorbidità correlate all'obesità come il cancro al seno, il diabete, le malattie 

cardiovascolari e le neuropatie periferiche.  

 

5.2 Prospettive future  

Collettivamente, i risultati mostrano che in condizioni di obesità, il tessuto 

adiposo viscerale del topo e dell'uomo contengono entrambi un numero 

significativo di cellule infiltranti, principalmente macrofagi, in grado di 

sintetizzare e secernere ACh, che a sua volta guida il metabolismo degli 

adipociti verso un fenotipo meno infiammatorio e più insulino-sensibile.  

Promuovere l'effetto antinfiammatorio del sistema colinergico non-neuronale 

potrebbe rappresentare un nuovo ed efficace approccio terapeutico all'obesità e 

alle malattie associate.  

Altrettanto interessante sarebbe valutare quali recettori nicotinici e/o 

muscarinici dell'ACh mediano gli effetti specifici dell'ACh sugli adipociti e di 

conseguenza andare ad identificare agonisti recettore-specifici che esercitano 
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effetti benefici sugli adipociti bianchi stressati e ipertrofici e/o sul tessuto 

adiposo infiammato. 

Infine, sarebbe utile eseguire uno screening delle molecole o farmaci in grado 

di modulare, inibendo in modo selettivo l'espressione e/o l'attività di BuChE 

e/o AChE, l’espressione di ACh in adipociti umani e di roditori, con la 

potenzialità di creare nuovi strumenti terapeutici per contrastare la disfunzione 

metabolica (intolleranza al glucosio e insulino-resistenza) e infiammazione che 

caratterizza il tessuto adiposo dei soggetti con obesità patologica.  
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