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Abstract 

La sclerosi multipla (SM) è una malattia infiammatoria cronica del sistema nervoso 

centrale in cui il microbiota intestinale svolge un ruolo emergente nella modulazione 

immunitaria. Questo studio cross-omico ha integrato metabolomica degli acidi grassi a 

catena corta (SCFA), metaboliti del triptofano e citomica delle cellule Natural Killer (NK) 

in 45 pazienti con SM o sindrome clinicamente isolata, stratificati per età (Under 40, 

n=12; Over 60, n=33), fenotipo clinico e terapia. I campioni plasmatici sono stati 

analizzati mediante LC-MS/MS con derivatizzazione chimica. L'integrazione multi-

omica è stata condotta tramite il framework DIABLO (sPLS-DA). I risultati evidenziano 

quattro firme biologiche coerenti. Nei pazienti Over 60, l'espansione delle NK CD57+ si 

associa  ad accumulo di L-chinurenina e acido chinurenico, configurando un circolo di 

immunosenescenza accelerato dalla disbiosi proteolitica. Nei pazienti con terapia Anti-

CD20, si riscontra una firma immuno-metabolica specifica caratterizzata da livelli 

plasmatici di butirrato significativamente più elevati rispetto a non trattati e modulatori 

S1P (p<0,05), maggiore attivazione di NK CD69⁺ e preservati i livelli degli indoli, un 

profilo opposto ai pazienti con altre terapie. Nel confronto per fenotipo clinico, l'indolo-

3-acetamide emerge come hub molecolare con correlazioni negative per SCFA 

saccarolitici e NK CD57⁺, mentre positive per NK CD56bright. Il butirrato correla 

positivamente con la durata di malattia (p=0,023), indipendentemente dal BMI, 

posizionandosi come hub immunomodulatorio trasversale. In conclusione, questo studio 

pilota dimostra per la prima volta, in una singola coorte SM, l'integrazione simultanea di 

SCFA, metaboliti del triptofano e fenotipo NK ponendo le basi per cercare, in futuro, un 

biomarcatore non invasivo di malattia nella SM. 
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Introduzione  

 

 1. Panoramica sulla Sclerosi Multipla 

La sclerosi multipla (SM) è la più comune malattia infiammatoria cronica del sistema 

nervoso centrale (SNC), interessando oltre due milioni di persone in tutto il mondo [1]. 

Con una prevalenza stimata di 50-300 casi per 100.000 persone, la malattia ha un impatto 

funzionale ed economico considerevole, con costi che aumentano parallelamente alla 

disabilità[2]. 

È una patologia che insorge tipicamente tra i 20 e i 40 anni [3], rappresentando la causa 

più frequente di disabilità neurologica di origine non traumatica [4]. La frequenza della 

malattia tende ad aumentare progressivamente allontanandosi dall'equatore, studi sulla 

migrazione suggeriscono infatti che il rischio dipenda dal luogo in cui si vive durante 

l'infanzia [2]. L'incidenza è in aumento e mostra una chiara predominanza nel sesso 

femminile [3, 4]. 

In questo quadro clinico, è importante notare che le comorbilità sono frequenti e possono 

influenzare negativamente l'esito e l'aderenza alle terapie [2]. La SM viene definita come 

una malattia autoimmune cronica che colpisce il SNC, caratterizzata da infiammazione 

mediata da cellule immunitarie [4], demielinizzazione focale (perdita della guaina 

mielinica e degli oligodendrociti) [3], gliosi reattiva (formazione di cicatrici o "placche") 

[1], danno assonale e perdita neuronale progressiva [5]. 

 

 

 2. Fenotipi Clinici e Storia Naturale 

A determinare la categorizzazione della SM è il suo andamento clinico [6]. Nello 

specifico, l'inquadramento si fonda su due parametri: il livello di attività patologica, 

confermato dalla presenza di lesioni in T2 alla risonanza magnetica (RM), e l'evoluzione 

della malattia nel lungo periodo, misurata in base all'aggravamento del deficit 

neurologico: 
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1. CIS (Sindrome Clinicamente Isolata): Primo evento monofasico. Il rischio di 

conversione in SM clinicamente definita è stratificato dalla presenza di bande oligoclonali 

nel liquor e lesioni RM basali. 

2. RR (Recidivante-Remittente): Rappresentando la diagnosi iniziale per circa l'85-90% 

dei casi, la SMRR (Sclerosi Multipla Remittente-Recidivante) costituisce il fenotipo 

classico della malattia [7]. Il suo andamento è scandito da picchi di riacutizzazione 

sintomatologica seguiti da periodi di recupero, i quali non sempre garantiscono un ritorno 

allo stato di base e possono comportare un accumulo di disabilità. A lungo si è ritenuto 

che il danno neurologico si concentrasse esclusivamente durante le fasi acute; tuttavia, il 

quadro è stato recentemente ampliato dal fenomeno della PIRA (Progression Independent 

of Relapse Activity). Questo concetto evidenzia come, parallelamente all'attività clinica 

evidente, si verifichi un costante danno neurodegenerativo sotterraneo, alimentato 

dall'azione di placche croniche attive, o "smouldering plaques"  [8] 

 

Figura 1 Immagine tratta da  [36] 
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3. Forme Progressive (SP e PP):  

- Fenotipo Secondariamente Progressivo (SMSP): Questa fase subentra dopo un primo 

periodo di malattia di tipo SMRR ed è caratterizzata da un declino clinico costante, 

indipendente dalle ricadute (che possono comunque sovrapporsi o sparire del tutto). Il 

cambiamento è insidioso, la transizione clinica viene spesso confermata solo in modo 

retrospettivo. La probabilità di passaggio a SMSP è stimata intorno al 50% nei primi 10 

anni, arrivando a coinvolgere l'80-90% dei soggetti nell'arco di 25 anni [9]. 

- Fenotipo Primariamente Progressivo (SMPP): Riguarda all'incirca un paziente su dieci 

al momento della diagnosi (10%) [10]. Si distingue per un accumulo di disabilità che 

progredisce in modo continuo sin dall'esordio clinico della patologia, senza mai 

presentare la classica alternanza di attacchi acuti e fasi di remissione. 

3. Clinica  

L’esordio clinico della SM riflette l’interazione tra la disseminazione spaziale delle 

lesioni demielinizzanti e la riserva funzionale del SNC [1]. Sebbene l'esordio classico sia 

acuto, recenti evidenze epidemiologiche supportano l'esistenza di una fase prodromica 

aspecifica, in cui vi è un aumentato utilizzo dei servizi sanitari per disturbi dell'umore, 

dolore e fatigue, che può precedere anche di cinque anni il primo evento clinico 

demielinizzante. Questo ricorso ai servizi sanitari non è statico, ma cresce 

progressivamente man mano che ci si avvicina al primo evento: ad esempio, il rischio 

relativo per i ricoveri ospedalieri passa da 1,26 (cinque anni prima) fino a 1,78 nell'anno 

precedente l'evento. [11]. A ciò si aggiunge il riscontro incidentale radiologico (RIS - 

Radiologically Isolated Syndrome) di lesioni demielinizzanti in soggetti asintomatici, con 

un tasso di conversione clinica a cinque anni stimato intorno al 50% [12]. 

3.1 Astenia 

Riportata da circa il 75-83% dei pazienti con Sclerosi Multipla e considerata dal 40% di 

essi il sintomo più disabilitante, ancor più di spasticità e debolezza [13, 14], la fatigue 

richiede una distinzione fondamentale tra la percezione soggettiva e la faticabilità 

oggettiva (intesa come calo misurabile della performance), dato che questi due fenomeni 
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possono manifestarsi in modo indipendente ; la sua eziologia è multifattoriale e spazia da 

meccanismi primari neuro-immunologici, come l'aumento delle citochine pro-

infiammatorie , a fattori secondari determinanti come la depressione, che colpisce fino al 

50% dei pazienti , e i disturbi del sonno, in particolare la sindrome delle gambe senza 

riposo (RLS), la cui prevalenza in questi soggetti è da 3 a 5 volte superiore rispetto alla 

popolazione generale [14]. 

Fisiopatologicamente, la demielinizzazione porta alla formazione di nuovi canali del 

sodio con proprietà alterate. Anche un innalzamento termico minimo (0,5°C) è 

sufficiente a ridurne la conduttanza e arrestare la depolarizzazione. Questo meccanismo, 

sommato all'iperpolarizzazione dovuta all'esposizione dei canali del potassio, riduce 

il margine di sicurezza della trasmissione nervosa fino al blocco di conduzione reversibile 

[15, 16]. 

3.2 Sistema Visivo  

La neurite ottica rappresenta la manifestazione infiammatoria più comune delle vie visive 

nella SM, esordendo tipicamente con calo del visus unilaterale e dolore perioculare 

accentuato dai movimenti. E’ importante notare che la sintomatologia dolorosa può essere 

assente qualora la lesione infiammatoria sia localizzata posteriormente all'orbita, in 

prossimità delle strutture tronco-encefaliche o intracraniche. Dal punto di vista obiettivo, 

mentre due terzi dei casi si presentano come neurite retrobulbare con fundus normale in 

fase acuta, un terzo dei pazienti manifesta edema del disco ottico [17]. 

La presentazione bilaterale simultanea è considerata atipica per la SM e richiede di 

escludere diagnosi differenziali quali la Neuropatia Ottica Ereditaria di Leber o la 

Neuromielite Ottica (NMO). Quest'ultima patologia si distingue nettamente dalla SM 

classica, essendo frequentemente associata a lesioni del tronco encefalico (es. midollo 

allungato, ipotalamo) e alla positività per gli anticorpi anti-aquaporina 4. 

Sebbene la prognosi visiva sia generalmente favorevole, con un buon recupero dell'acuità 

visiva nel 90% dei pazienti persistono frequentemente disfunzioni nella visione cromatica 

e nella reattività pupillare [17]. Tra gli esiti sensoriali complessi si annovera il Fenomeno 

di Pulfrich: un'illusione percettiva in cui un oggetto in moto lineare viene percepito su 

una traiettoria ellittica tridimensionale. Tale fenomeno è causato da un'asimmetria nella 
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latenza di conduzione tra i due nervi ottici, secondaria alla demielinizzazione unilaterale, 

che altera l'integrazione temporale del segnale visivo a livello corticale [18]. 

Sul versante efferente, la demielinizzazione del Fascicolo Longitudinale Mediale nel 

tronco encefalico causa l'Oftalmoplegia Internucleare (INO). Questa condizione, presente 

nel 34% dei pazienti con SM, è caratterizzata da deficit di adduzione e nistagmo 

dell'occhio abdotto, sconfinando spesso in diplopia [19]. 

3.3 Sistema Sensitivo  

I sintomi sensitivi rappresentano una delle manifestazioni cliniche più comuni della SM, 

riscontrati fino al 63,6% dei pazienti in studi di coorte, con una prevalenza 

tendenzialmente maggiore nel sesso femminile [20]. Tali disturbi riflettono la sofferenza 

delle vie afferenti (lesioni spinotalamiche, lesioni delle colonne posteriori o lesioni della 

zona di ingresso della radice dorsale) e si aggravano tipicamente nelle forme progressive 

di malattia [21]. 

La fenomenologia clinica include le disestesie, definite come sensazioni cutanee 

spiacevoli quali bruciore, formicolio, anestesia o dolore, spesso scatenate da stimoli 

sensitivi o movimenti. Meno frequentemente si osserva il prurito parossistico, un sintomo 

neuropatico intenso, spesso notturno, che segue una distribuzione dermatomerica ed è 

suggestivo di lesioni del midollo cervicale paramediano [22].  

All'esame obiettivo, le anomalie più comuni includono una compromissione della 

sensibilità vibratoria (pallestesia), oggettivabile tramite un innalzamento della soglia di 

percezione vibratoria (VPT) a livello delle estremità inferiori. Tale deficit 

somatosensoriale, unitamente alla ridotta propriocezione, compromette la capacità di 

percepire il posizionamento corporeo, costringendo il paziente ad adattamenti 

biomeccanici del cammino (es. aumento delle pressioni plantari) e impattando 

negativamente sull'equilibrio [21].  

 

3.4 Sistema Motorio e Spasticità 

La disabilità motoria costituisce una delle manifestazioni cliniche maggiormente 

invalidanti nel contesto della SM. È stato osservato che tale condizione clinica interessa 
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oltre il 90% della popolazione affetta entro il primo decennio dall'esordio patologico [18]. 

Sebbene la paraparesi, derivante da lesioni a carico dei tratti discendenti, rappresenti una 

manifestazione classica, i dati indicano che la debolezza a carico degli arti superiori è una 

condizione frequente e potenzialmente sottostimata; essa risulta infatti essere la causa 

primaria di limitazione funzionale nel 47% dei pazienti che presentano deficit alla mano 

[19]. Il quadro clinico complessivo si delinea attraverso una complessa combinazione di 

sintomi negativi, quali la debolezza muscolare, e sintomi positivi, tra i quali la spasticità 

assume un ruolo predominante. 

 

Fisiopatologicamente, la spasticità è definita come un incremento del tono muscolare 

velocità-dipendente, mediata dall'esagerazione del riflesso da stiramento in conseguenza 

alla perdita dell'inibizione discendente sovraspinale. Le evidenze suggeriscono che a 

questo meccanismo neurale si associ tipicamente una componente di ipertonia intrinseca 

(o non riflessa). Quest'ultima deriva da alterazioni biomeccaniche a carico dei tessuti 

molli e muscolari, quali fibrosi e accorciamento, che inducono un aumento della 

resistenza passiva indipendentemente dall'attivazione dei riflessi [20]. 

Da un punto di vista dell'obiettività clinica, questa patogenesi si traduce in due fenotipi 

principali [20, 21]: 

• Spasticità tonica: caratterizzata da uno stato di rigidità continua. 

• Componente fasica: comprendente spasmi involontari, clono e un'esagerazione 

dei riflessi. 

L'esame obiettivo neurologico evidenzia abitualmente un'iperreflessia dei riflessi tendinei 

profondi, riconducibile alla ridotta inibizione centrale, la quale può esitare in clono 

sostenuto e risposte estensorie plantari. Meno frequentemente, i dati clinici indicano che 

i riflessi possano risultare ridotti qualora le lesioni demielinizzanti interrompano l'arco 

riflesso a livello segmentale. Fenomeni anomali specifici includono il riflesso tricipitale 

invertito in cui la perdita della contrazione del tricipite è sostituita da una contrazione 

efferente del muscolo bicipite e l'assenza del riflesso Achilleo. La perdita di quest'ultimo 

suggerisce la presenza di lesioni a carico dei segmenti sacrali del midollo spinale, 

potenzialmente associate a disfunzioni sfinteriche e/o sessuali concomitanti. 
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L'analisi epidemiologica basata sui dati del registro NARCOMS quantifica in modo 

rigoroso la distribuzione di gravità della spasticità nei pazienti affetti da SM, 

evidenziando il seguente coinvolgimento [21]: 

• Assente: 16% 

• Minimale: 31% 

• Lieve: 19% 

• Moderata: 17% 

• Grave: 13% 

• Totale: 4% 

Nella pratica clinica, il gold standard per la misurazione di tale sintomatologia è 

rappresentato dalla Scala di Ashworth Modificata. La valutazione funzionale mediata da 

questa scala misura la resistenza globale al movimento passivo, non consentendo una 

netta differenziazione tra le componenti neurali della spasticità e le alterazioni 

biomeccaniche dell'ipertonia [22]. Questa limitazione diagnostica sottolinea la 

complessità del fenotipo motorio e la necessità di un inquadramento fisiopatologico 

rigoroso per indirizzare in modo accurato gli approcci terapeutici. 

3.5 Dolore 

Il dolore e i disturbi parossistici rappresentano manifestazioni comuni nella SM, provando 

l'ipereccitabilità neuronale e il cortocircuito nelle vie demielinizzate. Le principali forme 

cliniche includono: 

• Nevralgia del trigemino: Definita come una condizione di dolore neuropatico cronico 

che si manifesta con episodi improvvisi e lancinanti, simili a scosse elettriche, nella 

distribuzione di uno o più rami del quinto nervo cranico; nella SM è classificata come 

secondaria alla demielinizzazione [23]. 

• Segno di Lhermitte: Una sensazione transitoria di "scossa elettrica" che origina a livello 

cervicale e si irradia lungo la colonna vertebrale fino agli arti, scatenata tipicamente dalla 

flessione del collo. Il fenomeno, causato da scariche ectopiche nelle colonne dorsali 

demielinizzate, tende spesso alla risoluzione spontanea [24]. 
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• Segno dell'Anaconda: Si manifesta come una sensazione costrittiva a fascia ("girdle 

sensation") o di pressione nelle regioni toraco-addominali [25]. Recenti studi evidenziano 

che tale disestesia circonferenziale può essere elicitata o amplificata specificamente dalla 

flessione rapida del tronco (flessione toracica), indicando una lesione intrinseca del 

midollo toracico distinta dalle lesioni cervicali [26]. 

• Segno di McArdle: Sebbene scatenato anch'esso dalla flessione del collo in presenza di 

lesioni cervicali, il segno di McArdle si distingue clinicamente come un fenomeno 

motorio, caratterizzato da debolezza piramidale reversibile e peggioramento della 

deambulazione dovuto a blocco di conduzione da stiramento, piuttosto che da 

sintomatologia dolorosa [27]. 

3.6 Disfunzione Autonomica (Vescicale e Intestinale) 

Le disfunzioni vescicali e intestinali rappresentano complicanze frequenti e invalidanti 

nella SM. Dati recenti indicano una prevalenza dei disturbi urinari che sfiora il 90% dei 

pazienti [28], mentre la disfunzione intestinale neurogena interessa circa i due terzi dei 

soggetti, manifestandosi con stipsi (39-73%) e incontinenza fecale (12-20%) [29, 30]. È 

documentato che tali sintomi intestinali possono precedere di anni la diagnosi clinica di 

SM o manifestarsi già in fase di Sindrome Clinica Isolata (CIS) [30]. 

Dal punto di vista fisiopatologico, la disfunzione vescicale si classifica in: 

• Iperattività del detrusore: consiste in nomalie di immagazzinamento spesso 

associate a lesioni sovrapontine che riducono l'inibizione centrale. 

• Dissinergia detrusore-sfintere : è caratterizzata da asincronia tra la contrazione 

del detrusore e il rilassamento dello sfintere. Studi di neuroimaging hanno 

confermato che la dimensione delle lesioni a livello del ponte (sede del Centro 

Pontino della Minzione) correla significativamente con la gravità dei sintomi 

ostruttivi, quali il flusso debole, e l'incontinenza da urgenza [31]. 

• Contrattilità inefficiente: è legata a lesioni midollari che interrompono i circuiti 

riflessi. 

L'evoluzione clinica della SM non dipende esclusivamente dagli eventi infiammatori 

acuti (ricadute). Un concetto cruciale emerso nella letteratura recente è la PIRA, definita 
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come un accumulo di disabilità che avviene indipendentemente dalle ricadute cliniche e 

riscontrabile fin dalle fasi precoci della malattia recidivante-remittente [32, 33].  

Tale progressione, spesso sostenuta da processi neurodegenerativi e infiammazione 

cronica compartimentalizzata (es. lesioni con orletto paramagnetico o paramagnetic rim 

lesions), viene monitorata attraverso la scala EDSS che quantifica la disabilità con un 

punteggio da 0 (esame normale) a 10 (decesso) [32]. 

3.7 Alterazione nell’equilibrio  

Le alterazioni dell'equilibrio e della coordinazione motoria nella SM sono primariamente 

attribuibili alla compromissione delle vie cerebellari e delle connessioni cerebello-

talamo-corticali, rientrando classicamente nella "Triade di Charcot" insieme al nistagmo 

e alla parola scandita [34]. 

Dal punto di vista epidemiologico, il tremore cerebellare rappresenta uno dei sintomi più 

invalidanti: dati derivati dal registro NARCOMS ne stimano la prevalenza globale tra il 

45% e il 46,8%, con forme gravi che colpiscono circa il 6% dei pazienti [35]. 

Clinicamente, questo si manifesta tipicamente come un tremore d'azione o intenzionale a 

bassa frequenza (2.5–7 Hz), che interessa gli arti (prevalentemente superiori), la testa 

(titolazione) e le corde vocali [34]. È fondamentale notare che, in molti casi, quella che 

appare come un'oscillazione ritmica è fisiopatologicamente definibile come "pseudo-

tremore": una manifestazione di grave atassia e dismetria risultante dal continuo tentativo 

di correzione dell'errore motorio durante l'esecuzione del gesto [35]. 

Il quadro obiettivo include frequentemente ipotonia, scomposizione del movimento 

(asinertgia) e segni oculomotori quali nistagmo e dismetria oculare, indicativi di una 

disfunzione delle connessioni cerebello-vestibolari. L'eloquio può presentarsi esplosivo o 

scandito (disartria atassica). Nelle forme più severe, la combinazione di violento tremore 

intenzionale e atassia del tronco può portare a completa astasia (incapacità di mantenere 

la stazione eretta) e a una compromissione totale dell'autonomia funzionale [34]. 

3.8 Disfunzione Cognitiva e Psichiatrica 

 I disturbi psichiatrici, in particolare la depressione e l'ansia, rappresentano comorbidità 

frequenti nella SM con stime di prevalenza che variano tra il 21% e il 50%; tali tassi 

risultano essere da due a tre volte superiori rispetto a quelli riscontrati nella popolazione 
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generale È stato osservato che questa comorbidità psichiatrica è associata a una 

progressione della disabilità nel decorso della patologia. La fisiopatologia sottostante a 

tali disturbi appare multifattoriale potendo includere la disfunzione dell'asse ipotalamo-

ipofisi-surrene, la disfunzione del sistema monoaminergico o cause secondarie legate ad 

altre condizioni di comorbidità [36]. 

L'interazione tra stato psichiatrico e funzionamento cognitivo risulta particolarmente 

complessa. La fatica e la disfunzione cognitiva possono manifestarsi sia come effetto 

diretto del danno neurologico mediato dalla SM, sia come conseguenza di cause 

secondarie, quali la depressione o i disturbi correlati al sonno [36]. Problemi psicologici 

come ansia, depressione e fatica potrebbero influenzare direttamente la performance 

cognitiva [37]. L'utilità di alcuni strumenti di screening del deficit cognitivo ad esempio, 

come il Multiple Sclerosis Neuropsychological Questionnaire (MSNQ-S), risulta limitata 

poiché i punteggi sono altamente dipendenti dalla presenza di depressione e disturbi 

dell'umore [38]. 

Di conseguenza, questa sovrapposizione sintomatologica ha implicazioni dirette per la 

diagnosi e la gestione clinica. Durante l'esecuzione della valutazione cognitiva (CA), è 

imperativo considerare diversi fattori confondenti, tra cui la riserva cognitiva (CR), lo 

stato emotivo (ansia e/o depressione) e la fatica, per garantire un'interpretazione accurata 

dei deficit [38]. Inoltre, il miglioramento del benessere psicologico, attraverso il 

trattamento della depressione e dell'ansia, è considerato una strategia terapeutica che 

potrebbe impattare positivamente sullo stato cognitivo dei pazienti con SM [37]. 

 

4. Immunopatogenesi  

L'ipotesi patogenetica storica descrive la SM come un processo cronico a con due 

componenti: infiammatoria e neurodegenerativa. Nelle fasi precoci, la patologia esordisce 

come disordine infiammatorio autoimmunitario, innescato verosimilmente da un'anomala 

interazione tra linfociti T, linfociti B e comparto mieloide [39]. Questo si traduce in un 

danno demielinizzante che colpisce primariamente la sostanza bianca [40, 41]. Nelle aree 

di lesione attiva si assiste a un massiccio accumulo sia di macrofagi infiltranti sia di 

microglia residente (popolazioni cellulari oggi distinguibili attraverso l'uso di nuovi 

marcatori di superficie) [42]. 
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Con l'avanzare della malattia verso gli stadi progressivi, il quadro muta: l'infiltrazione di 

cellule immunitarie periferiche si attenua, lascia così il posto a una preponderante e 

cronica attivazione microgliale. In questa fase neurodegenerativa, il danno si sposta 

maggiormente a carico della sostanza grigia, manifestandosi con ampie lesioni subpiali 

che interessano ampiamente la corteccia cerebrale e cerebellare, nonché l'ippocampo [43]. 

Tuttavia, gli studi più recenti suggeriscono che il processo neurodegenerativo inizi fin 

dalle prime fasi della patologia, pur diventando evidente, nella maggior parte dei casi, 

solo in un secondo momento.  

Un aspetto cruciale della SM, confermato dall'analisi spaziale e temporale delle lesioni, è 

che in ogni paziente domina un singolo e specifico meccanismo immuno-effettore. 

Questo significa che, pur in sedi o momenti diversi, le placche di un singolo individuo 

presenteranno sempre la stessa firma istologica. 

A livello di biopsia cerebrale, questa firma si declina in tre pattern principali [41], 

ciascuno associato a specifiche peculiarità genetiche, diagnostiche e terapeutiche: 

• Pattern I (Cellulo-mediato): È guidato da una massiccia infiltrazione di linfociti T e 

macrofagi. Da un punto di vista genetico, la suscettibilità a sviluppare questo specifico 

fenotipo è strettamente legata a particolari alleli del complesso HLA, deputati proprio alla 

regolazione dell'attività T-cellulare [44]. 

• Pattern II (Umorale): Si differenzia per una marcata deposizione di anticorpi e molecole 

del complemento. In questo quadro, il rischio di malattia correla con la sintesi di 

autoanticorpi diretti contro la glicoproteina oligodendrocitaria della mielina (MOG) [45]. 

Dal punto di vista clinico, l'analisi delle bande oligoclonali nel liquor permette di 

distinguere questo pattern dal tipo I con una buona affidabilità [46]. L'origine umorale di 

questa variante spiega un importante risvolto terapeutico: a differenza dei soggetti con 

pattern I o III, i pazienti con pattern II che non rispondono ai glucocorticoidi traggono 

giovamento dalla plasmaferesi, proprio perché la procedura rimuove gli anticorpi 

patogeni dal circolo sanguigno. 

• Pattern III (Oligodendrogliopatico): Questo meccanismo si distingue per la totale 

assenza di depositi di complemento. Il danno è caratterizzato da una grave 

oligodendrogliopatia (localizzata in sedi non perivenose), associata ad apoptosi degli 
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oligodendrociti stessi e a una profonda disregolazione nell'espressione delle proteine 

strutturali della mielina [41]. 

4.1 Ruolo delle cellule regolatorie 

Il mantenimento dell'omeostasi immunitaria e il contenimento dell'attività patogena dei 

linfociti T effettori dipendono da un network eterogeneo di popolazioni cellulari ad azione 

soppressiva. Sul versante dell'immunità adattativa spicca il ruolo dei linfociti T regolatori 

(Treg), delle cellule T regolatorie di tipo 1 (Tr1) e dei linfociti B regolatori (Breg); il 

sistema immunitario innato vi contribuisce in modo decisivo attraverso l'azione delle 

cellule Natural Killer con fenotipo regolatorio (NKreg). 

 

 

Linfociti T regolatori (Treg) 

Il comparto dei linfociti T regolatori  (Treg) esercita una funzione soppressiva 

indispensabile per bloccare la reattività autoimmune. L'azione protettiva di queste cellule 

si esplica attraverso tre meccanismi complementari: 

• Soppressione clonale diretta: Le Treg inibiscono attivamente la proliferazione e le 

funzioni effettrici delle popolazioni pro-infiammatorie. Il loro bersaglio principale è 

costituito dai cloni TH1 e TH17, ampiamente riconosciuti come i primari driver 

patogenetici nell'innesco e nel mantenimento della SM [47]. 

• Modulazione del traffico linfocitario: Oltre a spegnere l'infiammazione in situ, le Treg 

agiscono "a monte", impedendo alle cellule patogene di raggiungere il bersaglio. Studi 

condotti sul modello murino dell'encefalomielite autoimmune sperimentale (EAE) hanno 

dimostrato che l'infusione di Treg arresta la malattia inducendo una marcata down-

regulation del recettore della sfingosina-1-fosfato (S1PR) sui linfociti T autoreattivi. 

Fisiologicamente, il recettore S1PR è essenziale affinché le cellule infiammatorie, una 

volta attivate nei linfonodi, possano migrare verso il SNC. Il silenziamento di tale 

recettore agisce dunque come un meccanismo di "sequestro", intrappolando i linfociti 

infiammatori nei linfonodi periferici e prevenendo l'invasione del comparto nervoso [48]. 
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• Promozione della rimielinizzazione: Recenti evidenze hanno ampliato il ruolo delle 

Treg, estendendolo dal mero controllo immunitario alla riparazione tissutale. Attraverso 

la secrezione di molecole paracrine come il fattore CCN3 (Cellular Communication 

Network Factor 3), le Treg dimostrano la capacità di stimolare la differenziazione degli 

oligodendrociti pre-esistenti, favorendo attivamente i processi di rimielinizzazione nei 

modelli preclinici [49]. 

 

 

 

 

 

Cellule NK 

Appartenenti alla famiglia delle cellule linfoidi innate  le cellule Natural Killer (NK) 

svolgono una funzione cardine nella difesa antivirale e antitumorale. La loro azione è 

modulata nel seguente modo: i recettori attivanti intercettano ligandi non-HLA specifici 

per identificare ed eliminare le cellule aberranti [50], mentre i recettori inibitori 

riconoscono le molecole HLA di classe I autologhe, garantendo la tolleranza 

immunologica e impedendo l'attacco verso i tessuti sani [51]. 

A seconda dell'espressione di specifici marcatori di superficie (come CD16, KIR e 

NKG2A), il comparto delle cellule NK si divide in due sottopopolazioni funzionalmente 

distinte: 

• Fenotipo CD56dim: Rappresenta la frazione circolante maggioritaria (generalmente 

CD16+, KIR+). Si distingue per una spiccata attività citotossica associata a una vigorosa 

produzione citochinica [52-54]. 

• Fenotipo CD56bright: Questa sottopopolazione (tipicamente CD16-/low, KIR-, 

NKG2A+) risiede in prevalenza negli organi linfoidi periferici. Pur presentando 

un'attività citotossica verso i target classici meno marcata, essa eccelle nella secrezione 
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di citochine immunoregolatorie, conferendole un ruolo di primo piano nel controllo e 

nella modulazione dei linfociti T [52, 53]. 

Le proprietà immunoregolatorie della frazione CD56bright (spesso definita NKreg) 

rivestono un'importanza per il mantenimento dell'omeostasi immunitaria e avviene 

tramite citotossicità diretta verso i linfociti T [55] . Non a caso, nei pazienti con SM, 

un'espansione numerica di questo subset cellulare correla positivamente sia con una 

maggiore risposta clinica alle terapie modificanti la malattia (DMT) [56], sia con la 

naturale attenuazione della patologia che si osserva tipicamente durante la gravidanza 

[57]. 

Nonostante ciò, nei soggetti affetti da SM o da Sindrome Clinicamente Isolata (CIS), il 

sistema va incontro a un deficit qualitativo. Sebbene le cellule CD56bright non presentino 

alterazioni né in termini di numero né di fenotipo rispetto ai controlli sani, la loro capacità 

di sopprimere la proliferazione dei linfociti T autologhi risulta significativamente 

compromessa. 

In condizioni fisiologiche, uno dei meccanismi di inibizione delle cellule T da parte delle 

NK CD56bright è mediata dal rilascio di granzima B e dall'azione dei recettori naturali di 

citotossicità (NCRs). Poiché nella SM questo "macchinario" citotossico intrinseco non 

presenta anomalie, l'incapacità regolatoria ha un'altra origine. La mancata soppressione 

sembra infatti derivare da un meccanismo di evasione attuato dai linfociti T dei pazienti, 

i quali mostrano una marcata iper-espressione della molecola HLA-E [58]. Questo 

eccesso di ligandi va a iper-stimolare il recettore inibitorio NKG2A situato sulle stesse 

cellule CD56bright [55], bloccandone di fatto l'azione regolatoria e permettendo 

all'infiammazione T-mediata di proliferare indisturbata. 

Microglia 

La microglia rappresenta la popolazione immunitaria residente del sistema nervoso 

centrale, dotata di una firma molecolare e funzionale unica, distinta da quella dei 

macrofagi periferici [42]. In condizioni fisiologiche, essa esercita una funzione di 

sorveglianza continua del microambiente neuronale, mantenendo l'omeostasi tissutale 

attraverso l'eliminazione di detriti cellulari, il rimodellamento sinaptico e la secrezione di 

fattori neurotrofici. 



 20 

In risposta a segnali patologici, la microglia si attiva e può polarizzarsi verso un fenotipo 

pro-infiammatorio, con produzione di TNF-α, IL-6 e iNOS, o verso un fenotipo 

antinfiammatorio/rigenerativo, caratterizzato dalla secrezione di IL-10 e TGF-β e dalla 

promozione della rimielinizzazione. Nella SM, questo equilibrio è compromesso: nelle 

lesioni attive la microglia residente si accumula insieme ai macrofagi infiltranti [42], 

mentre nelle fasi progressive domina un'attivazione microgliale cronica e diffusa che 

sostiene la neurodegenerazione a carico della sostanza grigia [43].  

4.2 Immunosenescenza 

L'invecchiamento non è semplicemente un fattore cronologico parallelo alla malattia, ma 

un determinante attivo della prognosi. È stato identificato come il principale fattore di 

rischio per lo sviluppo della forma progressiva e per l'accumulo di disabilità irreversibile 

[59]. Esiste una correlazione diretta tra l'accorciamento dei telomeri (un marker di 

invecchiamento biologico) e una transizione più rapida dalla fase Recidivante-Remittente 

(RR) a quella Progressiva[60]. 

Nei pazienti con SM si osserva un invecchiamento immunitario prematuro. Questo si 

manifesta con una precoce involuzione del timo, l'organo deputato alla maturazione dei 

linfociti T [61]. La conseguenza è una riduzione dei TREC (T-cell receptor excision 

circles), molecole circolari di DNA che segnalano la presenza di linfociti T naïve appena 

usciti dal timo [59]. Il profilo linfocitario nella SM mostra un accumulo di cellule 

senescenti o esauste. In particolare, si nota l'espansione di linfociti T CD4+ che hanno 

perso il recettore di co-stimolazione CD28 (diventando CD28- o CD28null) [59, 61], 

acquisendo un profilo pro-infiammatorio [59]. Inoltre, vi è un aumento delle cellule 

TEMRA (Terminally Differentiated Effector Memory cells), che esprimono CD45RA, 

tale da ridurre la plasticità del sistema immunitario [60]. 

È importante distinguere, nell'ambito dei marcatori di differenziazione NK, tra CD57 e 

KLRG1. CD57 identifica cellule NK terminalmente differenziate con ridotta capacità 

proliferativa e fenotipo senescente consolidato [59, 60]. KLRG1, pur essendo spesso co-

espresso con CD57 nelle cellule più differenziate, ha una valenza biologica distinta: è 

un recettore inibitorio che lega E-, N- e R-caderine, queste ultime espresse nel SNC e 

up-regolate nelle lesioni in remielinizzazione attiva [62]. Nella RR, un aumento della 

percentuale di NK CD56bright KLRG1⁺ è stato documentato in pazienti naïve al 

trattamento rispetto a controlli sani suggerendo che in contesti di infiammazione attiva 
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KLRG1 possa essere up-regolato sulla sottopopolazione regolatoria immatura in 

risposta ai segnali del microambiente, con possibile effetto inibitorio sulla sorveglianza 

innata piuttosto che come espressione di senescenza replicativa vera [62]. Questi dati 

suggeriscono che l'interpretazione dell'elevazione isolata di KLRG1, in assenza di co-

espressione con CD57, richieda cautela nei profili citofluorimetrici NK di coorti SM 

eterogenee per fenotipo clinico e fascia d'età. 

 

Con l’invecchiamento, all'interno del SNC, le cellule residenti (microglia e astrociti) 

adottano un fenotipo secretorio associato alla senescenza (SASP) [60], rilasciando 

citochine infiammatorie come IL-6 e IL-8. La microglia senescente perde la sua funzione 

riparativa e accumula ferro, un fenomeno visibile alla risonanza magnetica come lesioni 

con orletto paramagnetico (paramagnetic rim lesions), associate a un decorso peggiore 

[59]. 

L'immunosenescenza non è guidata solo dalla genetica, ma è accelerata da "stressor" 

ambientali (definiti gerontogeni), tra cui spicca la disbiosi del microbiota. L'alterazione 

della flora intestinale e la conseguente mancanza di produzione di acidi grassi a catena 

corta (SCFA) sono implicati nell'alterazione dell'omeostasi immunitaria che favorisce la 

senescenza [61]. 

5. Eziopatogenesi  

La genesi della Sclerosi Multipla (SM) non è riconducibile a un’unica causa, ma emerge 

da un complesso intreccio tra la predisposizione biologica dell'individuo e le pressioni 

esercitate dall'ambiente esterno. È proprio questa sinergia tra natura e ambiente a definire 

il percorso patogenetico della malattia. 

5.1 Ambiente e i trigger esterni 

Tra le variabili esterne, il ruolo di "innesco" più rilevante è attribuito ai fattori infettivi e 

climatici. 

• L'insidia virale (EBV): Il contatto con il virus di Epstein-Barr (EBV) durante fasi 

critiche dello sviluppo immunitario sembra agire da catalizzatore per la SM [63]. A livello 

molecolare, l'infezione cronica dei linfociti B spinge l'organismo a produrre anticorpi 

contro l'antigene nucleare EBNA [64]. Il problema sorge per via del mimetismo 
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molecolare: l'estrema somiglianza tra EBNA e la proteina basica della mielina (MBP) 

inganna il sistema immunitario, che finisce per aggredire i propri tessuti nervosi. 

• L’asse Sole-Vitamina D: L'incidenza della patologia segue una curiosa scia geografica, 

intensificandosi man mano che ci si allontana dall’equatore verso Nord [65]. Questa 

distribuzione suggerisce un ruolo protettivo della luce solare, mediato dall'attivazione 

della vitamina D [66]. Quest'ultima agisce come un potente regolatore del sistema 

immunitario, capace di moderare l'infiammazione potenziando le cellule Treg e riducendo 

le citochine pro-infiammatorie [67]. 

• Programmazione perinatale: L'influenza ambientale inizia già nel grembo materno. 

Esiste infatti una correlazione tra il mese di nascita e il rischio futuro di SM: nei paesi 

dell'emisfero boreale, i nati a maggio (con gestazione invernale e scarsa luce solare) 

mostrano una vulnerabilità maggiore rispetto ai nati di novembre [68]. Ciò evidenzia 

come la carenza di vitamina D nel feto possa condizionare l'assetto immunitario per tutta 

la vita. 

5.2 La predisposizione genetica 

Se l'ambiente funge da innesco, il patrimonio genetico rappresenta il terreno su cui la 

patologia può attecchire. 

L'ereditarietà della SM non segue le rigide leggi mendeliane, ma si manifesta come un 

network di interazioni tra geni responsabili della neuroprotezione, della sintesi della 

mielina e della risposta immunitaria [69]. I dati clinici confermano questa vulnerabilità 

familiare: se nella popolazione generale il rischio è appena dello 0,1%, per i parenti di 

primo grado di un paziente la probabilità sale al 5%, toccando il 25% nel caso di gemelli 

identici [70]. A livello molecolare, la ricerca ha isolato specifiche varianti nel sistema 

HLA (come gli aplotipi DRB1, DQA1 e DQB1) [71], segnalando inoltre come la presenza 

dell'aplotipo HLA-DR15 sia spesso predittiva di un esordio precoce della malattia [69]. 

5.3 Il Microbiota Intestinale 

In questo scenario già complesso, sta emergendo con forza il ruolo del microbiota 

intestinale come tassello cardine della patogenesi [72]. Il legame profondo tra la salute 

dell'intestino e l'integrità del sistema nervoso sarà oggetto di un'analisi dettagliata nelle 

sezioni che seguono. 
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6. L’Asse Microbiota-Intestino-Cervello 

6.1 Microbiota intestinale 

L'apparato digerente umano è popolato da un vastissimo e complesso ecosistema di 

microrganismi: il loro insieme prende il nome di microbiota, mentre il termine 

microbioma ne identifica la totalità del patrimonio genetico. Questa comunità svolge 

mansioni essenziali per il mantenimento dell'omeostasi dell'ospite [73, 74]. Partecipa 

attivamente all'estrazione di energia dal cibo, interviene nel metabolismo di innumerevoli 

sostanze esogene ed endogene e inattiva composti potenzialmente lesivi per la mucosa 

intestinale, come ad esempio gli acidi biliari. Inoltre, esercita una funzione cruciale sul 

sistema immunitario, regolandolo sia in modo diretto (tramite l'esposizione di antigeni) 

sia indirettamente (producendo metaboliti che si legano a specifici recettori delle cellule 

immunitarie). 

Sotto il profilo clinico e funzionale, i batteri intestinali si dividono in tre categorie 

principali: 

• Gruppo I (Simbionti): È la frazione predominante e benefica, essa include generi come 

Bifidobacterium, Eubacterium, Peptococcus e Bacteroides. I simbionti supportano la 

digestione, sintetizzano vitamine e proteine, e ostacolano la proliferazione dei patogeni 

sia stimolando le difese immunitarie, sia attraverso un meccanismo di inibizione 

competitiva. 

• Gruppo II (Opportunisti): Comprende batteri potenzialmente patogeni, come 

Escherichia coli. In condizioni di salute la loro presenza è marginale, ma essi tendono a 

proliferare durante gli stati patologici. 

• Gruppo III (Patogeni): Include i microrganismi responsabili di malattie, tra cui 

Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Proteus e Clostridium perfringens. 

Da un punto di vista tassonomico, invece, il microbiota si classifica in scala decrescente 

in Phylum, Classi, Ordini, Famiglie, Generi e Specie [75]. 
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Le dimensioni di questa popolazione microbica (costituita in prevalenza da batteri) 

stimano circa 10!" − 10!#	unità, un numero che eccede ampiamente il totale delle cellule 

umane del nostro organismo [76],per un peso complessivo che supera il mezzo chilo[77]. 

La colonizzazione, tuttavia, non è uniforme lungo il tubo digerente. Nello stomaco la 

densità è bassissima (circa 10 batteri per grammo, dominati dal commensale Helicobacter 

pylori), mentre aree come esofago, duodeno e digiuno sono popolate prevalentemente da 

streptococchi. È nel colon che risiede il 70% di tutti i microrganismi del corpo, 

raggiungendo una concentrazione di 1012  batteri per grammo [75], con una netta 

prevalenza dei generi Bacteroides e Firmicutes [78]. 

Infine, è fondamentale sottolineare l'elevata mutevolezza di questo ecosistema. La 

composizione del microbiota varia drasticamente non solo da persona a persona 

(variabilità interindividuale), ma anche nello stesso soggetto nel corso del tempo 

(variabilità intraindividuale). Le influenze principali derivano dall'età [79], dalla dieta, 

dall'uso di farmaci e dall'attività fisica [80]. Curiosamente, il fattore che risulta associato 

in modo più diretto alla specifica composizione batterica è la consistenza delle feci [81]. 

6.2 Sistema immunitario e microbiota  

Il confine primario tra l'ambiente del lume intestinale (popolato dal microbiota 

commensale) e la lamina propria sottostante (che è un ambiente sterile) è costituito 

dall'epitelio intestinale. Questo monostrato cellulare funge da prima linea di protezione 

meccanica contro i patogeni [82], ma non si limita a un ruolo passivo. Attraverso le cellule 

di Paneth, l'epitelio secerne massicce dosi di peptidi antimicrobici, come l'angiogenina-

4, che fungono da segnale d'allarme per il sistema immunitario in caso di minacce 

batteriche. 

A isolare ulteriormente le cellule immunitarie dai microrganismi contribuisce un denso 

strato di muco che riveste l'epitelio colonnare, garantendo un'efficace 

compartimentazione (come mostrato in figura 1[83]) [84].  
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La struttura di questo scudo mucoso non è uniforme, ma si adatta al tratto anatomico: 

• Intestino tenue: è caratterizzato da un singolo strato di muco strettamente adeso alla 

mucosa. 

• Colon: presenta un'organizzazione doppia, con uno strato interno denso e saldamente 

ancorato, e uno strato esterno più fluido e lasso [85]. 

A livello intestinale si concentra una delle popolazioni linfoidi più massicce dell'intero 

corpo umano [86]. Quest’ultima risiede in gran parte nelle placche di Peyer (localizzate 

nella lamina propria dell'intestino tenue e crasso) e si insinua tra le stesse cellule epiteliali 

[87]. 

Curiosamente, la diversa composizione del muco nei vari tratti intestinali incide sulla 

tipologia di cellule immunitarie che si differenziano nel tessuto linfoide: il colon è 

dominato dalla produzione di linfociti antinfiammatori, mentre nel tenue c'è una 

prevalenza di linfociti pro-infiammatori [88]. La caratteristica più straordinaria di questo 

sistema immunitario locale è la sua capacità di discernimento: esso riesce infatti a 

instaurare un regime di tolleranza pacifica verso i microrganismi commensali, pur 

mantenendosi perfettamente reattivo e spietato contro i batteri patogeni [89]. 

Il rapporto con i batteri commensali va ben oltre la semplice tolleranza; i loro segnali sono 

fondamentali per il corretto sviluppo delle nostre difese [90]. La prova evidente deriva 

original perception that, under steady-state conditions, mi-
crobes composing the microbiota were ignored by the adaptive
immune system. One defining characteristic of adaptive re-
sponses to the microbiota is that their development and estab-
lishment occurs in the complete absence of inflammation, a pro-
cess that could be referred to as ‘‘homeostatic immunity.’’ These
adaptive responses are fundamental in containing the micro-
biota in its physiological niche and highly entwined with tissue
physiology contributing to the maintenance of tissue integrity
and regulation as a whole.

The most studied form of homeostatic immunity to the micro-
biota is that associated with IgA responses (Figure 4). IgA
(maternal IgA, innate, and adaptive IgA) is the most abundant
secreted isotype in mammals and plays a fundamental role in
shaping early interactions with the microbiota as well as in main-
taining microbiota diversity and compartmentalization through
life (Kawamoto et al., 2014; Sutherland et al., 2016). Secretory
IgA can be produced in both T cell independent (referred to as
innate) and T cell dependent manners (referred to as adaptive).
While innate IgA can exclude microorganisms from the gut,
those are not as potent as adaptive IgA in shaping a mutualistic
relationship with the microbiota (Kawamoto et al., 2014; Suther-
land et al., 2016).

Commensal-specific IgA responses are produced with the
help of intestinal dendritic cells able to sample commensals
associated with the intestinal epithelium and interact with B
and T cells in the Peyer’s patches to produce IgA specific for
commensal-derived antigens (Macpherson and Uhr, 2004).
Within germinal centers of the Peyer’s patch, B cells preferen-
tially undergo class-switch from IgM production to that of IgA.
This preferential production appears due to the unique microen-
vironment of the Peyer’s patch, with enrichment of chemokines,
cytokines and dietary factors (retinoic acid) required for the sur-
vival and proliferation of recently class-switched B cells (Haynes
et al., 2007; Suzuki et al., 2010; Wang et al., 2011).

Antigen-presenting cells from the lamina propria loaded
with microbial antigens also traffic to the mesenteric lymph
nodes, but do not circulate further, allowing the induction of a
mucosal compartmentalized IgA response (Macpherson and
Uhr, 2004). Within the intestinal lamina propria, B cells secrete

soluble IgA, which is subsequently transcytosed across epithe-
lial cells (Sutherland et al., 2016), thereby controlling host-
commensal interaction by both impacting commensal gene
expression (Peterson et al., 2007) and preventing adhesion of
commensal bacteria to the epithelial surfaces (Boullier et al.,
2009; Fernandez et al., 2003; Hornquist and Lycke, 1995; Marti-
noli et al., 2007;Wade andWade, 2008;Wei et al., 2011). Of note,
as previously discussed, various modules of homeostatic
immunity to the microbiota reinforce each other’s function. For
instance, Foxp3+ Treg cells contribute to the diversification of
gut microbiota via suppression of inflammation and regulation
of IgA selection in Peyer’s patches (Kawamoto et al., 2014).
The microbiota also promotes B cell receptor editing within the
lamina propria upon colonization (Wesemann et al., 2013). Diver-
sified and selected IgA contribute to the maintenance of a
balanced microbiota, which in turn promotes the expansion of
Treg cells, induction of germinal centers, and IgA responses in
the gut in a feed-forward regulatory loop (Kawamoto et al.,
2014). One remarkable feature of mucosal IgA responses is
that these cells lack classical memory characteristics and are
able to respond to flux in commensal microbiota composition
allowing the mucosal immune system to respond to a changing
microbiota (Hapfelmeier et al., 2010).
A high frequency of effector and memory T cells reside in tis-

sues that are constitutively colonized by commensals. Notably,
at steady state, most Th17 and Th1 cells are found at barrier sites
such as the gastrointestinal (GI) tract or the skin and develop in
response to cues derived from the microbiota (Figure 4). In
germ-free mice, or mice treated with broad-spectrum antibiotics,
Th17 cell frequencies are severely reduced within the gut-associ-
ated lymphoid tissue (GALT) or within the skin compartment
(Atarashi et al., 2008; Hall et al., 2008; Ivanov et al., 2008; Naik
et al., 2012). In a manner similar to IgA responses, T cell re-
sponses to the microbiota might not be long lived. An evolving
pool of specificities within the T cell compartment might allow
for the maintenance of tolerance and barrier function in the face
of variable commensal populations. Of note, despite the extraor-
dinary number of potential antigens expressed by themicrobiota,
only a handful of microbiota-derived antigens have been identi-
fied thus far (Cong et al., 2009; Yang et al., 2014). Th17 cells
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Figure 4. Commensal Colonization
Promotes Effector and Regulatory T Cell
Responses
(A) Intestinal colonization by segmented filamen-
tous bacteria (SFB) or Bifidobacterium ado-
lescentis promotes Th17 cell differentiation. The
site of SFB-specific Th17 cell priming remains
unknown, but can occur in the absence of lymph
nodes.
(B) SFB colonization drives an ILC3/IL-22/SAA1/2
axis that licenses IL-17A production from RORgt+

Th17 cells within the terminal ileum.
(C) Clostridia colonization promotes RORgt+

Foxp3+ pTreg cell accumulation, which in turn limit
colonic Th2 and Th17 cell responses.
(D) Foxp3+ Treg cells and Tfh/ex-Th17 cells
localize in the Peyer’s patches and promote B
cell class-switch and production of IgA, which
fosters a diverse microbiota and ensures com-
mensal compartmentalization from the intestinal
epithelium.
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dagli studi su topi cresciuti in ambienti completamente sterili (germ-free): privati del 

contatto con il microbiota; questi animali sviluppano difetti strutturali sia nell'immunità 

innata che in quella adattativa, risultando estremamente suscettibili alle infezioni [91]. 

L'avvento delle moderne tecniche di sequenziamento applicate ai campioni fecali ha 

fornito gli strumenti per mappare con precisione l'architettura dell'ecosistema intestinale. 

L'impiego di queste indagini avanzate ha inequivocabilmente legato l'insorgenza di 

molteplici condizioni cliniche, inclusi i disturbi a carico del sistema nervoso, alla presenza 

di specifiche firme disbiotiche nel profilo microbico.  

 

 

6.3 Disbiosi intestinale nella SM 

L'alterazione del microbiota nella SM non è una semplice variazione numerica, ma si 

traduce in una profonda disfunzione metabolica che alimenta la patologia su due fronti: 

infiammazione e stress ossidativo. Da un lato, la perdita di batteri produttori di acidi grassi 

a catena corta (SCFA) priva l'organismo di difese antinfiammatorie essenziali. Nello 

specifico, il calo di Bifidobacterium e Roseburia riduce la disponibilità di acetato [92], 

mentre la contrazione di Prevotella, Faecalibacterium e clostridi come Eubacterium 

rectale compromette la sintesi di butirrato [93]. Parallelamente, la riduzione di Prevotella 

sembra favorire l'espansione dei linfociti TH17, noti mediatori pro-infiammatori [94]. 

Dall'altro lato, nelle forme progressive (SMSP), il metabolismo microbico dei carboidrati 

collassa a causa della scomparsa di specie anaerobiche chiave. Questo deficit blocca la 

produzione di idrogeno intestinale, una molecola fondamentale per le sue proprietà 

antiossidanti sistemiche. Senza l'idrogeno che dal circolo raggiunge il cervello, il SNC 

rimane esposto a danni da stress ossidativo, un fattore critico nella progressione della 

disabilità [95-98]. A peggiorare il quadro interviene l'aumento di Akkermansia 

muciniphila: sebbene talvolta considerato benefico, in questo contesto degrada la barriera 

di mucina, esponendo l'epitelio e innescando l'infiammazione [99, 100]. 

Confrontando i pazienti con i controlli sani, l'ecosistema intestinale appare squilibrato a 

favore dei Phyla Bacteroides e Verrucomicrobia, a discapito dei Firmicutes [101]. Questa 

disbiosi è caratterizzata da una ridotta ricchezza di specie, specialmente nei pazienti in 
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fase attiva rispetto a quelli in remissione o sani [93]. Specifici generi batterici fungono da 

spie della malattia. Oltre ai già citati, si osserva un calo di Parabacteroides Distasonis, 

utile per la regolazione delle cellule T, e di altri generi come Coprococcus, Lachnospira 

e Dorea. Al contrario, Acinetobacter calcoaceticus, Blautia e Ruminococcus risultano 

sovra-rappresentati [101]. La firma genica di 18 generi specifici (inclusi Adlercreutzia, 

Pseudomonas e Collinsella) è talmente peculiare da poter predire lo stato di malattia [93]. 

Il microbiota si adatta e muta in parallelo all'evoluzione clinica della patologia, 

influenzando probabilmente la transizione dalla forma SMRR e SMSP [102, 103]. Le 

analisi della beta-diversità mostrano popolazioni distinte in base al fenotipo clinico [1, 

104]: 

• SMRR: In questa fase, dove l'immunità periferica è predominante, prevalgono 

Clostridium Leptum e la già citata Akkermansia Muciniphila. 

• SMSP: Nelle forme progressive, caratterizzate da infiammazione compartimentalizzata 

nel SNC, emergono invece Lactobacillus Fermentum e Lactobacillus Johnsonii. 

 

6.4 Impatto DMT su Microbioma Intestinale  

La Sclerosi Multipla è tipicamente associata a una firma disbiotica e a un'alterazione della 

permeabilità intestinale, è fondamentale comprendere se i DMT (Disease-Modifying 

Therapies) si limitino a modulare l'immunità sistemica o inducano un rimodellamento del 

microbiota. 

L'analisi dell’impatto terapeutico rivela un quadro complesso in cui l'esposizione ai 

farmaci influenza la tassonomia batterica, pur senza alterare la biodiversità complessiva 

dell'ecosistema intestinale. Sebbene diverse linee di ricerca concordino sul fatto che il 

trattamento con immunomodulatori orali (es. Dimetilfumarato, Teriflunomide) o iniettivi 

(Interferone beta-1a) non induca modifiche statisticamente significative rispetto ai 

controlli sani [105-108], sono state documentate alterazioni specifiche di gruppi di batteri 

che suggeriscono un tentativo di ripristino dell'eubiosi. In particolare, è stata osservata 

una riduzione di gruppi pro-infiammatori o potenzialmente patogeni in pazienti trattati, 

tra cui membri del phylum Proteobacteria e specie dei generi Clostridium (incluso 

Clostridium sensu strictu ), Ruminococcus e Lachnospiraceae [105-107]. Nonostante ciò, 
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i dati non sono univoci: alcuni studi riportano un decremento delle Lachnospiraceae sotto 

trattamento con interferone, teriflunomide o dimetilfumarato [105, 106, 108], altri 

evidenziano un arricchimento di questa famiglia rispetto ai controlli sani in pazienti 

trattati [108]. Parallelamente, terapie come il Teriflunomide sono state associate a un 

incremento relativo di Enterococcus faecalis e Gammaproteobacteria [108], delineando 

un effetto farmaco-specifico sulla composizione microbica che va oltre la semplice 

soppressione immunitaria. 

L'impiego di terapie di deplezione delle cellule B, come Ocrelizumab, sembra indurre una 

reversione più marcata della disbiosi rispetto ad altri trattamenti, caratterizzata da una 

riduzione sostenuta di batteri Gram-negativi pro-infiammatori come Escherichia/Shigella 

e di vari generi del phylum Bacteroidetes (es. Prevotella, Parabacteroides) [109]. Per 

quanto concerne la produzione di acidi grassi a catena corta (SCFA), i dati relativi agli 

Anti-CD20 indicano una specifica capacità di modulare le popolazioni batteriche 

coinvolte nel metabolismo del butirrato. Sebbene alcune fonti riportino che i membri dei 

Firmicutes rimangano meno abbondanti rispetto ai controlli sani anche dopo il 

trattamento [109], evidenze specifiche segnalano che gli agenti Anti-CD20 inducono un 

aumento selettivo di Faecalibacterium prausnitzii, un noto produttore di butirrato [106]. 

Questo dato si distingue parzialmente da quanto osservato con altri DMT: mentre il 

Dimetilfumarato mostra una tendenza alla normalizzazione di Faecalibacterium e un 

aumento di Roseburia intestinalis [106], l'uso di Interferone e Teriflunomide è stato 

talvolta associato a una deplezione di produttori di SCFA come le Lachnospiraceae e i 

cluster Clostridia [105]. Pertanto, mentre esiste evidenza di una ripopolazione di 

Faecalibacterium con gli Anti-CD20, la letteratura analizzata non documenta 

esplicitamente la quantificazione diretta dell'aumento dei livelli fecali di butirrato per 

questa specifica classe di farmaci, limitandosi a segnalare la modulazione positiva dei 

ceppi produttori. 

La modulazione del microbiota osservata non appare come un epifenomeno o effetto 

collaterale, bensì potrebbe rappresentare un meccanismo d'azione parallelo che 

contribuisce all'efficacia clinica dei DMT. La capacità di farmaci come il dimetilfumarato 

e il teriflunomide di inibire la crescita di batteri produttori di tossine (es. Clostridium 

perfringens e la sua tossina epsilon) o insieme agli anti CD-20 di ripristinare popolazioni 

produttrici di butirrato suggerisce un'azione diretta sull'asse intestino-cervello, 

potenziando l'integrità della barriera intestinale e riducendo il traffico di cellule 
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immunitarie pro-infiammatorie [106, 107]. Parallelamente alle modificazioni 

tassonomiche, emergono evidenze che le terapie Anti-CD20, in particolare l'ocrelizumab, 

inducano anche un rimodellamento del metaboloma del triptofano, con un profilo dei 

metaboliti della via chinureninica e indolica più prossimo ai controlli sani [110]. 

 In conclusione, sebbene non sia ancora stata identificata una firma microbica univoca 

predittiva dell'efficacia farmacologica [106], la normalizzazione dei profili tassonomici 

osservata con terapie ad alta efficacia come gli anticorpi monoclonali suggerisce che il 

ripristino dell'eubiosi possa riflettere la stabilizzazione immunologica indotta dal 

trattamento [109]. 

 

7 Metaboliti del microbiota intestinale  

I microrganismi che compongono il microbiota intestinale producono specifici metaboliti 

in grado di modulare profondamente il sistema immunitario. Tra i più rilevanti figurano 

gli acidi grassi a catena corta (SCFA), i derivati del triptofano (Trp) e i metaboliti degli 

acidi biliari (BA). 

L'azione immunomodulatoria di tali molecole si esplica attraverso due meccanismi 

principali [111, 112]: 

• A livello recettoriale: influenzando e regolando l'attività metabolica cellulare. 

• A livello dell'espressione genica: agendo attraverso una diretta regolazione genetica ed 

epigenetica. 

Oltre a essere fondamentali per comprendere in che modo il microbiota contribuisce al 

mantenimento dell’omeostasi dell’organismo, questi metaboliti presentano un importante 

potenziale clinico, potendo essere impiegati come biomarcatori precoci per diverse 

patologie [113]. 
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7.1 SCFA (Acidi Grassi a Catena Corta) 

Gli SCFA sono acidi carbossilici derivanti dai processi di fermentazione batterica delle 

fibre alimentari, reazioni che avvengono principalmente a livello del cieco e del colon 

[114]. I tre composti maggiormente rappresentati sono l'acetato (C2), il propionato (C3) 

e il butirrato (C4). 

La loro sintesi dipende strettamente dalla specie batterica coinvolta, la quale sfrutta 

specifiche vie metaboliche. A seguire sono riportati i principali SCFA, i loro percorsi 

biosintetici e le rispettive specie batteriche produttrici: 

Acetato (C2)  

• Vie biosintetiche principali: Via dell’acetil-CoA e Via di Wood-Ljungdahl. 

• Specie batteriche produttrici: Akkermansia muciniphila, Bacteroides spp., 

Bifidobacterium spp., Prevotella spp., Ruminococcus spp., Blautia hydrogenotrophica, 

Clostridium spp., Streptococcus spp. [111], Lactococcus lactis [115]. 

Propionato (C3)  

• Vie biosintetiche principali: Via del succinato, Via dell’acrilato e Via del propandiolo. 

• Specie batteriche produttrici: Bacteroides spp., Phascolarctobacterium succinatutens, 

Dialister spp., Veillonella spp., Roseburia spp., Firmicutes, Roseburia inulinivorans, 

Ruminococcus spp., Clostridium spp., Eubacterium spp., Coprococcus spp., Akkermansia 

muciniphila, Megasphaera elsdenii, Coprococcus catus, Clostridiales bacterium, 

Salmonella spp., Ruminococcus obeum, Eubacterium hallii , Bacteroides uniformis, 

Bacteroides vulgatus, Prevotella copri, Alistipes putredinis, Blautia obeum, 

Lactobacillus reuteri, Flavonifractor plautii, Intestinimonas butyriproducens [116], 

Lactococcus lactis [115]. 

Butirrato (C4)  

• Vie biosintetiche principali: Via del butirril-CoA, Via dell’acetato CoA-transferasi e 

Via della butirrato chinasi. 

• Specie batteriche produttrici: Anaerostipes spp., Coprococcus catus, Eubacterium 

rectale, Eubacterium hallii, Faecalibacterium prausnitzii, Roseburia spp., Roseburia 
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intestinalis, Roseburia inulinivorans, Clostridiales bacterium, Clostridium symbiosum, 

Coprococcus comes, Coprococcus eutactus, Anaerostipes hadrus, Subdoligranulum 

variabile, Eubacterium siraeum, Intestinimonas butyriproducens, Fusobacterium spp. 

[117, 118]Porphyromonas gingivalis, Clostridioides difficile [119]. 

Acido 2-Metilbutirrico  

L'acido 2-metilbutirrico (2MBA) è un acido grasso a catena ramificata (BCFA) 

sintetizzato principalmente in condizioni di carenza di carboidrati o attraverso ingegneria 

metabolica [115]. 

• Vie biosintetiche principali: 

o Catabolismo della Leucina: Deriva dalla transaminazione della leucina in α-

chetoisonocaproato, seguito da una serie di interconversioni metaboliche (coinvolgenti 

isovaleril-CoA e 2-metilbutirril-CoA) attivate durante la fase stazionaria o di non-

coltivabilità [115]. 

o Via del Citramalato: Sintesi eterologa che procede attraverso la condensazione di 

piruvato e acetil-CoA a citramalato, successivamente convertito in 2-chetobutirrato 

(2KB) e 2-cheto-3-metilvalerato (KMV) [120]. 

o Via della Treonina: Conversione della treonina in 2-chetobutirrato, successivamente 

trasformato in 2MBA via KMV e via di Ehrlich [120]. 

• Specie batteriche produttrici: Lactococcus lactis, Brevibacterium linens, Clostridium 

spp., Pseudomonas spp. [115], ceppi ingegnerizzati di Escherichia coli [120] 

Sebbene la letteratura non offra un confronto diretto sui meccanismi neuroprotettivi o 

sull'attivazione dei recettori M2 tra butirrato e acido 2-metilbutirrico, emerge una 

distinzione funzionale nel contesto della salute intestinale [119]. 

Il butirrato è descritto come un metabolita fondamentale per l'omeostasi energetica della 

mucosa e la regolazione immunitaria, gli acidi grassi ramificati (in particolare l'iso-

valerato, strutturalmente correlato al 2-metilbutirrico) sono citati come potenziali fattori 

di virulenza [121]. In condizioni di stress ambientale (iperbarico), è stata osservata una 

correlazione inversa tra l'aumento di produttori di butirrato (come il Clostridium cluster 

IV) e i livelli di acidi grassi ramificati come l'iso-valerato, suggerendo che i butirrato-
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produttori potrebbero svolgere un ruolo compensatorio per attenuare l'attività pro-

infiammatoria o virulenta dei BCFA [121]. 

Inoltre, in L. lactis la produzione di 2-metilbutirrico è associata a stati di carenza 

nutrizionale e sopravvivenza a lungo termine, i quali inducono uno stato non coltivabile. 

Questo indica un ruolo fisiologico batterico di resistenza allo stress piuttosto che una 

funzione simbiotica primaria per l'ospite [115]. 

 

Figura 3 

7.2 Triptofano e acidi biliari  

Il microbiota modula l'omeostasi e l'immunità dell'ospite anche attraverso il metabolismo 

del triptofano (Trp) e degli acidi biliari (BA). 

Il Pathway del Triptofano (Trp) 

Il Trp alimentare segue tre vie metaboliche principali: 

1. Via della chinurenina (KYN): Catabolizza il 90% del Trp. Negli enterociti e nelle 

cellule immunitarie, l'enzima IDO produce N-formil-chinurenina, precursore dell'acido 

chinurenico (KA) e quinolico (QA) [122]. 

2. Via della serotonina: Le cellule enterocromaffini processano l'1-2% del Trp via TpH1 

[123]. Il microbiota regola la sintesi del 90% della serotonina corporea a livello 
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intestinale; sebbene questa non superi la barriera emato-encefalica (BEE), essa influenza 

indirettamente il sistema nervoso centrale (SNC) [124, 125]. 

3. Via dell’indolo: I batteri intestinali convertono il Trp residuo in derivati indolici bioattivi 

(es. IAA, IPA, skatolo) fondamentali per i processi fisiologici dell'ospite [126]. 

I metaboliti KYN attraversano passivamente la BEE [127] e fungono da biomarcatori 

precoci. Il rapporto tra QA (agonista NMDA neurotossico) e KA (antagonista 

neuroprotettivo) definisce il potenziale di eccitotossicità e discrimina i pazienti con 

Sclerosi Multipla recidivante-remittente dalle forme progressive con un'accuratezza 

dell'84% [128, 129]. L'iperattivazione cronica di questa via sottrae Trp alla sintesi di 

serotonina/melatonina, correlando con i sintomi depressivi tipici della malattia [129]. 

Biosintesi microbica dei metaboliti del Trp: 

• Indolo [130]: via triptofanasi (C. limosum, B. ovatus, E. faecalis, E. coli). 

• Indolo-3-acido acetico e Indolo-3-acido propionico [112, 123, 126]: via Trp-2-

monoossigenasi, acil-CoA deidrogenasi e fenillattato deidratasi (C. sporogenes, C. 

bartlettii, Bifidobacterium spp., L. reuteri, Peptostreptococcus spp.). 

• 3-indolo acido acrilico (IA) [131]: via fenillattato deidratasi e acil-CoA deidrogenasi 

(Peptostreptococcus spp.). 

• Scatolo [132]: decarbossilazione dell’IAA (Bacteroides spp., Clostridium spp.). 

• Indolo-3-acetaldeide (IAAld) [133]: via ArAT e ILDH (L. johnsonii, L. reuteri, L. 

acidophilus, L. murinus). 

• Triptamina [134]: via Trp decarbossilasi (R. gnavus, C. sporogenes). 

• Acido 3-idrossiantranilico (3-HAA): via eucariotica di KYN (Pseudomonas, 

Burkholderia, Stenotrophomonas, Xanthomonas, Shewanella). 

 

Il metabolismo degli Acidi Biliari (BA) 



 34 

Gli acidi biliari primari epatici (acido colico, CA; acido chenodeossicolico, CDCA), 

secreti nella bile coniugati con glicina o taurina, raggiungono l'intestino dove subiscono 

profonde modifiche microbiche [135]: 

1. Deconiugazione: Gli aminoacidi vengono scissi dalle idrolasi dei sali biliari (BSH) di 

derivazione batterica [136]. 

2. Deidrossilazione ed epimerizzazione: I BA deconiugati sono trasformati in acidi biliari 

secondari, come l’acido litocolico (LCA) e desossicolico (DCA), e in numerosi derivati 

(oxo-, iso- e allo-LCA, acetati/propionati di LCA) [135, 137]. 

Biosintesi microbica degli Acidi Biliari: 

• Coniugazione [138, 139]: C. bolteae, B. vulgatus, L. ruminis, H. hathewayi, H. filiformis, 

C. scindens. 

• Deconiugazione (via BSHs) [140, 141]: Lactobacillus spp., Clostridium spp., 

Bifidobacterium spp., Enterococcus spp., Bacteroides spp. 

• BA secondari (DCA, LCA) [142]: Clostridium clusters XIVa/IV/XI, C. scindens, C. 

hylemonae, C. perfringens, B. producta, E. lenta. 

• Acido Ursodesossicolico (UDCA) [143]: conversione da 7-oxoLCA (C. absonum, S. 

maltophilia, R. gnavus, C. aerofaciens). 

 

7.3 ERetti dei metaboliti del microbioma intestinale sull’immunità 

Il dialogo tra microbiota e ospite è mediato da un complesso network di segnali 

biochimici. I metaboliti principali acidi grassi a catena corta (SCFA), derivati del 

triptofano (Trp) e acidi biliari (BA) agiscono come veri e propri istruttori epigenetici e 

metabolici, capaci di spegnere le risposte infiammatorie e potenziare le difese 

soppressorie.  

7.3.1 Gli Acidi Grassi a Catena Corta (SCFA) 
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Gli SCFA (acetato, propionato e soprattutto butirrato) rappresentano la principale moneta 

di scambio tra batteri e cellule immunitarie, agendo attraverso i recettori GPCR o 

l'inibizione enzimatica [144, 145]. 

• Costruzione della tolleranza (Treg): Il butirrato è essenziale per la nascita delle iTreg 

nella lamina propria del colon [146]. Senza il microbiota (come nei modelli germ-free), 

queste cellule non riescono a maturare [147]. Il meccanismo è duplice: da un lato stimola 

le cellule dendritiche CD103+ a produrre acido retinoico e TGFβ; dall'altro agisce 

direttamente sui linfociti naïve inibendo l'enzima HDAC. Questo blocco epigenetico 

"sblocca" l'espressione di FOXP3 e GATA, stabilizzando il fenotipo regolatorio [148, 

149]. 

• Riprogrammazione dei macrofagi: A differenza di altri metaboliti, il butirrato sposta il 

metabolismo dei macrofagi verso la fosforilazione ossidativa. Questo "switch" 

metabolico trasforma i macrofagi infiammatori (iMac) in versioni tollerogeniche (tMac), 

inibendo al contempo l'inflammasoma NLRP3 [150, 151]. 

• Supporto alle Breg: Gli SCFA potenziano indirettamente le cellule B regolatorie 

deviando il triptofano verso la produzione di HIAA, un attivatore del recettore AhR che 

ne favorisce la funzione soppressiva [152]. 

E’ importante sottolineare che il quadro biologico degli SCFA plasmatici nella SM è più 

sfumato di quanto i modelli preclinici suggeriscano. In pazienti con SMRR naïve al 

trattamento, l'analisi multivariata ha evidenziato che la proporzione di butirrato risultava 

superiore rispetto ai controlli sani, con una correlazione positiva, e non inversa, con 

citochine pro-infiammatorie come IFNG e TNF-α [153]. Questo dato suggerisce che il 

butirrato plasmatico non sia semplicemente un marcatore di protezione, ma possa 

riflettere anche una risposta adattativa all'infiammazione in atto, rendendo necessario 

contestualizzare i livelli circolanti. 

Il butirrato, infatti, può promuovere reazioni pro-infiammatorie (favorendo cellule che 

producono IL-17 e IFN-gamma) o antinfiammatorie (attraverso l'IL-10) a seconda dei 

diversi tipi cellulari e dell'ambiente citochinico in cui si trova. 

7.3.2 Il Triptofano (Trp) e il recettore AhR: Il ponte intestino-cervello 
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I metaboliti del triptofano, come la chinurenina (KYN) e l'acido idrossi-indolo-3-acetico 

(HIAA), operano principalmente attraverso il recettore degli idrocarburi arilici (AhR) 

[154, 155]. 

• L'asse Tr1 e il controllo delle TH17: L'attivazione di AhR spinge i linfociti naïve a 

diventare cellule Tr1 (produttrici di IL-10) e sopprime i driver delle cellule pro-

infiammatorie TH17, come ROR-𝛾 e STAT3 [156, 157]. Regolando il fattore HIF1, il 

triptofano assicura che il metabolismo cellulare resti in assetto antinfiammatorio [158]. 

• Soppressione delle cellule effettrici: La chinurenina può limitare l'attività citotossica 

delle cellule NK riducendo l’espressione dei recettori NKp46 e NKG2D e  arrivando a 

indurne l'apoptosi tramite stress ossidativo (ROS), proteggendo così i tessuti da attacchi 

eccessivi [159-161]. 

• Serotonina e Neuroinfiammazione: Un'azione cruciale del microbiota è la spinta alla 

produzione di serotonina intestinale (tramite l'enzima TPH1). In modelli di EAE, questo 

incremento si traduce in una protezione diretta del sistema nervoso centrale, inibendo 

l'attività neurotossica di linfociti TH1 e TH17 [162, 163]. 

 

7.3.3 Gli Acidi Biliari (BA): omeostasi 

I metaboliti degli acidi biliari (come isoalloLCA e 3-oxoLCA) intervengono per rifinire 

l'equilibrio immunitario attraverso i recettori TGR5, VDR e FXR [164, 165]. 

• Promozione delle Treg e inibizione delle Th17: I BA agiscono su tre fronti per 

espandere le Treg: stimolano i ROS mitocondriali come segnale di differenziamento, 

aumentano l'affinità di FOXP3 per il recettore NR4A1 e attivano ROR-𝛾 in senso 

regolatorio [166-168]. Contemporaneamente, il 3-oxoLCA blocca fisicamente la 

funzione pro-infiammatoria di ROR-𝛾, impedendo la proliferazione delle TH17 [169]. 

• Controllo dei Linfociti B e Macrofagi: Tramite il recettore VDR, i BA limitano 

l'espansione eccessiva dei linfociti B [170, 171]. A livello macrofagico, l'attivazione del 

recettore TGR5 induce un aumento di cAMP intracellulare, che porta all'ubiquitinazione 

(e quindi al blocco) dell'inflammasoma NLRP3, stabilizzando il fenotipo tMac [172-

174]. 
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7.3.4 Il ruolo protettivo delle cellule B IgA+ 

Un capitolo fondamentale dell'interazione immunitaria riguarda i linfociti B regolatori 

(Breg) e la produzione di IgA. Le placche di Peyer sono il centro di comando dove il 

microbiota istruisce la maturazione delle cellule B mature in grado di produrre IgA. 

Queste immunoglobuline non solo regolano la flora batterica locale, ma migrano nel 

circolo sistemico. Nei pazienti con SM, specialmente durante le fasi acute, si osserva una 

mobilitazione di linfociti B IgA+ di origine intestinale che raggiungono il sistema nervoso 

centrale per rilasciare IL-10 e spegnere la neuroinfiammazione [175]. 

8. Meccanismi Molecolari degli SCFA nel Sistema Nervoso 

Centrale 

8.1 Regolazione Epigenetica: inibizione delle Istone Deacetilasi 

(HDAC) 

Gli acidi grassi a catena corta (SCFA), in particolare butirrato e propionato, hanno una 

profonda influenza sulla regolazione dell'espressione genica attraverso la modulazione 

dello stato della cromatina, agendo primariamente come inibitori naturali dell’istone 

deacetilasi (HDAC) [176, 177]. Questo meccanismo di inibizione enzimatica, che avviene 

indipendentemente dai recettori di superficie cellulare, porta a un aumento 

dell'acetilazione degli istoni e di proteine non istone, facilitando l'accesso dei fattori di 

trascrizione a specifici loci genici [178, 179]. 

E’ stato osservato che il butirrato e il propionato, una volta entrati nel citoplasma o nel 

nucleo tramite diffusione passiva o trasportatori specifici (es. SLC5A8/SMCT1), si 

legano direttamente alle HDAC inibendone l'attività [179]. Studi in vitro e in vivo hanno 

delineato una specificità d'azione su diverse isoforme di HDAC. In particolare, è stato 

riportato che il butirrato inibisce l'attività di HDAC3 e HDAC6, promuovendo 

l'acetilazione della lisina sulla subunità p65 di NF-κB; la  modificazione altera il 

reclutamento di NF-κB sui promotori di geni pro-infiammatori, modulando così la 

risposta immunitaria [179]. In cellule Natural Killer (NK) umane, l'esposizione al 

butirrato ha indotto un significativo aumento dell'acetilazione dell'istone H3, 

specificamente nel residuo di lisina 9 (H3K9ac), come confermato da analisi Western 

Blot [180]. 
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Si notano differenze sostanziali nel confronto tra i diversi SCFA. Butirrato e propionato 

agiscono prevalentemente come inibitori diretti, l'acetato opera attraverso un meccanismo 

metabolico distinto: esso funge da substrato per la generazione di acetil-CoA, agendo 

quindi come donatore di gruppi acetile per le istone acetiltransferasi, piuttosto che come 

inibitore delle HDAC [179]. E’ stato osservato che il propionato può indurre una 

diminuzione specifica dell'espressione di HDAC6 e HDAC9 nei linfociti T regolatori 

(Treg) del colon, un effetto mediato dal recettore GPR43 [178]. Il valerato (C5) è stato 

citato come molecola capace di aumentare le popolazioni di Treg e linfociti B regolatori 

(Breg) attraverso un meccanismo potenzialmente mediato dall'inibizione delle HDAC 

[176].  

L'analisi dell'accessibilità della cromatina tramite sequenziamento ATAC-seq in cellule 

NK ha rivelato che il trattamento con butirrato modifica la struttura epigenetica, rendendo 

accessibili ("gained-open") regioni cromatiniche associate a geni della via di mTOR 

(RPS6KB2, VEGFA, STK11, STRADA), alla risposta antivirale e al rimodellamento della 

cromatina stessa [180]. Inoltre, l'inibizione delle HDAC al locus del gene Foxp3 è stata 

associata a un aumento dell'acetilazione dell'istone H3 nelle regioni enhancer, 

stabilizzando l'espressione di questo fattore di trascrizione chiave per i Treg. 

Questi dati indicano che l'inibizione delle HDAC mediata dagli SCFA, e in particolare 

dal butirrato, determina una riprogrammazione epigenetica che favorisce un fenotipo 

antinfiammatorio e neuroprotettivo, fino a potenziare la trascrizione di geni regolatori e 

facilitare i processi di riparazione tissutale nel sistema nervoso centrale [178, 181]. 
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Figura 4 [46] 

 

8.2 Segnalazione metabolica nucleare: l'asse Butirrato-PPAR-gamma 

In continuità con la riprogrammazione epigenetica descritta precedentemente, gli acidi 

grassi a catena corta (SCFA) determinano un controllo sull'omeostasi neuronale 

attraverso la modulazione di recettori nucleari specifici. Mentre l'inibizione delle HDAC 

facilita l'accessibilità globale alla cromatina, l'asse di segnalazione Peroxisome 

Proliferator-Activated Receptor gamma (PPAR-γ) agisce come un meccanismo selettivo 

di repressione dei pathway pro-infiammatori. È stato osservato che, nel contesto della 

neuroinfiammazione, l'attivazione di questo recettore nucleare da parte del butirrato non 

avviene esclusivamente per interazione diretta del ligando, ma appare mediata 

inizialmente dal legame con il recettore di superficie GPR109A (HCA2) espresso sulla 

microglia [182]. 

Evidenze sperimentali in vivo suggeriscono che questa cascata di segnali sia 

fondamentale per contrastare la down-regulation patologica dei fattori neuroprotettivi. In 

modelli murini di danno al sistema nervoso centrale indotto da alcol, la somministrazione 

di Sodio Butirrato (NaB) ha determinato un incremento statisticamente significativo 

dell'espressione di PPAR-γ sia a livello ippocampale che nella corteccia prefrontale, 
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parallelamente a una up-regolazione del recettore GPR109A [182]. Analogamente, in un 

modello di dolore da cancro osseo (BCP), il trattamento con Clostridium butyricum o 

NaB ha invertito la soppressione di PPAR-γ nel cervello, indicando una conservazione 

del meccanismo [183]. 

Sebbene questi modelli non riproducano direttamente la patogenesi della SM, la 

conservazione del meccanismo GPR109A/PPAR-γ in contesti biologici diversi, dal danno 

neurotossico da alcol al dolore neuropatico da cancro osseo, suggerisce che si tratti di una 

via di segnalazione costitutiva della microglia, attivabile indipendentemente dallo stimolo 

infiammatorio iniziale. 

 

A valle dell'attivazione nucleare di PPAR-γ, vi è una potente inibizione delle vie di 

segnalazione infiammatoria. L'intervento con NaB ha ridotto l'espressione di 

Ciclossigenasi-2 (COX-2), un effetto strettamente dipendente dalla funzionalità dell'asse. 

Infatti, l'uso dell'antagonista selettivo di PPAR-γ, GW9662, ha dimostrato di annullare gli 

effetti benefici del butirrato sull'espressione di COX-2 e sull'integrità della barriera 

emato-encefalica, confermando il ruolo causale di questo recettore nucleare nella 

mediazione degli effetti terapeutici [183].  

Per quanto concerne la specificità degli SCFA, sebbene il propionato sia noto per 

interagire con recettori accoppiati a proteine G (come GPR43) tale da influenzare il 

metabolismo lipidico e la risposta immunitaria periferica [178], le fonti analizzate 

identificano prevalentemente il butirrato come il modulatore chiave dell'asse 

GPR109A/PPAR-γ nel contesto della neuroprotezione centrale. Il butirrato attua una 

risposta difensiva duplice: da un lato promuove l'acetilazione istonica per l'espressione 

genica (paragrafo 8.1), dall'altro attiva PPAR-γ per inibire la cascata NF-κB/COX-2, così 

da preservare l'integrità neuronale e della barriera emato-encefalica. 
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Figura 5 

 

 

8.3 Segnalazione di Superficie: Specificità Recettoriale 

di GPR41, GPR43 e GPR109A 

 
La risposta neurobiologica agli acidi grassi a catena corta (SCFA) richiede una 

integrazione che colleghi la modulazione epigenetica nucleare, descritta nei paragrafi 

precedenti, ai meccanismi di trasduzione del segnale operanti sulla membrana plasmatica. 

Prima di raggiungere il compartimento intracellulare per inibire le HDAC o attivare i 

recettori nucleari, questi metaboliti interagiscono con una classe specializzata di recettori 

accoppiati a proteine G (GPCR). Questa interazione costituisce il primo livello di 

checkpoint molecolare, in cui la specificità chimica del ligando butirrato, propionato o 

acetato viene convertita in una risposta cellulare. L'analisi dei dati sottolinea una netta 

ripartizione: diversi tipi cellulari del Sistema Nervoso Centrale (SNC) esprimono pattern 

recettoriali distinti, determinando esiti specifici che spaziano dalla polarizzazione 

immunitaria alla neuroprotezione diretta. 

 

GPR109A (HCAR2): Il Sensore del Butirrato e la Risoluzione dell'Infiammazione  
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Il recettore GPR109A, noto anche come HCAR2 (Hydrocarboxylic Acid Receptor 2), 

rappresenta un nodo di segnalazione caratterizzato da un'alta selettività [182]. Tra gli 

SCFA prodotti dal microbiota, il butirrato è identificato come il ligando SCFA esclusivo 

per questo recettore, il quale risponde fisiologicamente anche alla niacina (vitamina B3) 

e al corpo chetonico-idrossibutirrato [184]. 

La localizzazione anatomica di GPR109A nel tessuto nervoso è prevalentemente a carico 

della microglia. Studi di immunoistochimica confermano un'elevata densità di questo 

recettore sulla superficie delle cellule microgliali, dove la sua attivazione innesca una 

cascata biochimica funzionale al ripristino dell'omeostasi. Il legame del butirrato 

promuove l'up-regulation dell'espressione di PPAR-gamma, collegando la segnalazione 

di membrana direttamente ai meccanismi di trascrizione nucleare. L'attivazione di questa 

via inibisce la segnalazione TLR4/NF-B, rettifica lo squilibrio funzionale della microglia 

e favorisce un riassetto fenotipico della microglia, descritto in dettaglio nella sezione 8.4 

[182]. L'espressione del recettore si estende alle popolazioni immunitarie infiltranti, quali 

macrofagi, monociti e cellule dendritiche; in queste linee cellulari, la stimolazione di 

GPR109A è correlata alla differenziazione di linfociti T regolatori (Treg) e all'aumento 

della secrezione di citochine antinfiammatorie come IL-10 [181]. Sebbene meno 

caratterizzata rispetto alla microglia, è riportata la presenza di GPR109A anche sugli 

astrociti, dove contribuisce alla riduzione della neuroinfiammazione globale attraverso 

meccanismi analoghi [185]. 

 

 

FFAR2 (GPR43): Regolazione della Maturazione Gliale  

Il recettore FFAR2 (GPR43) si distingue per un profilo di affinità complementare, agendo 

come sensore primario per gli acidi grassi a catena più corta. Esso viene attivato 

preferenzialmente da acetato e propionato, così da mostrare un'affinità decisamente 

inferiore per il butirrato [179, 186]. Questo recettore svolge un ruolo critico nei processi 

di sviluppo e mantenimento della popolazione gliale [176]. 

Le evidenze sperimentali indicano che la segnalazione mediata da GPR43 è 

indispensabile per la corretta maturazione della microglia. Modelli murini carenti del 

gene FFAR2 mostrano cellule microgliali con morfologia alterata e fenotipo immaturo, 

una condizione sovrapponibile a quella osservata in animali germ-free [176]. La 

somministrazione di una miscela di SCFA è in grado di ripristinare tali difetti morfologici 

esclusivamente in presenza di un recettore GPR43 funzionale[176, 181]. Parallelamente, 
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l'attivazione di questo recettore sugli oligodendrociti favorisce i processi maturativi 

necessari per la mielinizzazione, suggerendo un ruolo trofico diretto degli SCFA nel SNC. 

A livello molecolare, la trasduzione del segnale di GPR43 coinvolge l'attivazione delle 

vie di mTOR e STAT3, oltre alla modulazione dei livelli di AMP ciclico (cAMP), 

determina così la produzione di peptidi antimicrobici e la risposta immunitaria innata 

anche in neutrofili e cellule dendritiche mieloidi e plasmacitoidi [176, 186]. 

 

FFAR3 (GPR41): Neuroprotezione e Sopravvivenza Neuronale  

Il recettore FFAR3 (GPR41) presenta la massima specificità per il propionato, seguito 

dal butirrato, ed è attivabile anche dal beta-idrossibutirrato in condizioni di stress 

metabolico come il digiuno [177, 186]. A differenza di GPR43 e GPR109A, che agiscono 

prevalentemente sulle cellule gliali e immunitarie, GPR41 mostra un'espressione 

funzionale diretta sui neuroni del SNC, oltre che nei gangli simpatici e nei neuroni 

enterici [176, 187]. 

Studi condotti su modelli di danno ischemico (occlusione dell'arteria cerebrale media) 

hanno dimostrato che l'attivazione di GPR41 conferisce una protezione diretta contro la 

morte neuronale. Il meccanismo molecolare sotteso a questo effetto coinvolge la subunità 

G, la quale recluta e attiva la via delle chinasi PI3K/Akt. Questa cascata di fosforilazione 

agisce nel contrastare i segnali pro-apoptotici e preservare l'integrità cellulare in 

condizioni di ipossia. Nel compartimento periferico, GPR41 è espresso 

significativamente su linfociti B (in particolare cellule naive e della zona marginale) e 
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monociti, partecipando alla regolazione della sorveglianza immunitaria sistemica[187]. 

 
Figura 6 

 

Il Paradosso nei Modelli  Sperimentali Autoimmuni  

L'integrazione dei dati relativi a GPR41 e GPR43 rivela una complessità funzionale che 

trascende la semplice soppressione dell'infiammazione. L'analisi di modelli murini di 

Encefalomielite Autoimmune Sperimentale (EAE) ha evidenziato risultati divergenti 

rispetto al ruolo protettivo classico: topi geneticamente deficienti per GPR41 o GPR43 

manifestano una maggiore resistenza all'induzione della malattia e una ridotta severità 

clinica rispetto ai controlli wild-type. Questa osservazione indica che, in fasi acute di 

patogenesi autoimmune, questi recettori potrebbero essere necessari per l'innesco della 

risposta immunitaria effettrice o per facilitare il reclutamento leucocitario nel parenchima 

cerebrale. L'effetto netto degli SCFA sul sistema nervoso risulta da un bilanciamento 

dinamico tra l'attività risolutiva mediata da GPR109A/PPAR-gamma e la modulazione 

fine della reattività immunitaria operata da GPR41/43 [177]. 

 

GPR41 



 45 

8.4 Esiti fenotipici: immunomodulazione, rimielinizzazione, 

ricalibrazione sistemica 

L'integrazione dei meccanismi di segnalazione nucleare e di superficie converge sulla 

plasticità fenotipica della microglia. È stato osservato che la modulazione esercitata dagli 

SCFA non si limita a una generica soppressione della risposta immunitaria, ma determina 

una riprogrammazione attiva dallo stato pro-infiammatorio (M1) verso quello riparativo 

(M2), tramite l'asse GPR109A/PPAR-gamma e il metabolismo energetico cellulare. 

Il butirrato (somministrato come Sodio Butirrato, NaB) agisce come un potente regolatore 

di questo switch fenotipico nel contesto della neuroinfiammazione. In modelli murini di 

danno al SNC indotto da alcol, il trattamento con NaB ha dimostrato di invertire la 

polarizzazione M1, caratterizzata dall'espressione di inducible nitric oxide synthase 

(iNOS) e citochine pro-infiammatorie, promuovendo l'espressione di marcatori M2 quali 

Arginasi-1 (Arg-1) [182]. A livello molecolare, questo effetto appare strettamente 

dipendente dall'up-regulation del recettore di superficie GPR109A e dalla conseguente 

attivazione del recettore nucleare PPAR-gamma. L'intervento con NaB ha determinato un 

incremento livelli di PPAR-gamma nell'ippocampo e nella corteccia prefrontale, 

contrastando la down-regulation indotta dallo stimolo infiammatorio [182]. Inoltre, la 

cianidina-3-O-glucoside (C3G) ha mostrato di indurre uno switch M1/M2 nella microglia 

tramite l'attivazione di PPAR-gamma, effetto bloccato dall'uso dell'antagonista GW9662; 

si conferma così il ruolo centrale di PPAR-gamma nel processo di ripolarizzazione [188]. 

Questa attivazione recettoriale si traduce in una repressione quantitativa dei mediatori 

dell'infiammazione. I dati indicano che l'attivazione dell'asse GPR109A/PPAR-gamma 

inibisce la via di segnalazione TLR4/NF-kB, blocca la traslocazione nucleare della 

subunità p65 di NF-kB e riduce significativamente la secrezione di citochine pro-

infiammatorie quali TNF-, IL-1 e IL-6. Contemporaneamente, è stato registrato un 

aumento dei livelli della citochina antinfiammatoria IL-10, confermando il ripristino di 

un microambiente neuroprotettivo [182]. Studi condotti con ultrasuoni pulsati a bassa 

intensità (LIPUS) hanno confermato questo meccanismo, tale da dimostrare che la 

riduzione dei marker M1 e l'aumento dei marker M2 (inclusi Arg-1, IL-10 e Ym1) avviene 

attraverso la modulazione delle vie di segnalazione STAT1/STAT6 e PPAR-gamma 

[189]. 
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Parallelamente alla regolazione trascrizionale, gli SCFA influenzano direttamente il 

profilo bioenergetico della microglia, un fattore determinante per la polarizzazione 

funzionale. Mentre lo stato M1 è sostenuto da un aumento del flusso glicolitico e da una 

interruzione del ciclo degli acidi tricarbossilici (TCA), gli SCFA promuovono la 

transizione verso la fosforilazione ossidativa [190]. Nello specifico, è stato descritto che 

l'acetato attraversa la barriera emato-encefalica (BEE) e viene captato dalla microglia, 

dove viene convertito in acetil-CoA; questo substrato alimenta il ciclo TCA e la 

produzione di ATP, sostenendo la maturazione morfologica e la salute metabolica della 

microglia in condizioni di stato stazionario. L'inibizione delle istone deacetilasi (HDAC) 

mediata dal butirrato può innescare l'attivazione della via di segnalazione Akt (Protein 

Kinasi B) nella microglia, fino a contribuire alla soppressione della produzione di IL-1 e 

TNF indotta da lipopolisaccaride (LPS) [179]. 

 

Figura 7 [57] Riprogrammazione e declino del profilo bioenergetico microgliale. Il passaggio dallo stato 

omeostatico a quello pro-infiammatorio è caratterizzato da profondi cambiamenti metabolici, che culminano in 

un progressivo esaurimento delle funzioni mitocondriali e glicolitiche nelle fasi croniche di neurodegenerazione. 

In sintesi, la transizione fenotipica M1/M2 indotta dagli SCFA nel SNC non è un evento 

isolato, ma il risultato di una sinergia tra la repressione trascrizionale dei geni 

infiammatori (via GPR109A/PPAR-gamma/NF-B) e la riprogrammazione metabolica 
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how intracellular (microglia) and intercellular (brain parenchyma) lipid 
handling can modulate brain innate immunity. Finally, challenges and 
advances in microglial lipid research are discussed. 

2. Microglial metabolism in health and disease 

Brain metabolism is tightly controlled to maintain accurate neuronal 
function [31,32]. For instance, dynamic adjustments in local blood flow 
ensure nutrient and oxygen supply during increased neuronal activity 
[33,34]. Although the brain is mainly fed by circulating glucose [35], 
neuronal function is also supported by lactate [36], gluta-
mine/glutamate [37], ions [38], and lipids [39,40] that also requires 
metabolic interaction with astrocytes. Investigations on the energy costs 
of microglial function in health and disease have been only recently 
started, however. 

Transcriptional analyses indicate that microglia are metabolically 
flexible in the healthy CNS [41]. Indeed, cultured microglia can readily 
recruit reserve glycolytic flow or mitochondrial respiratory capacity 
when challenged with metabolic stressors [42,43]. Direct data on 
microglial metabolism in the brain tissue are scarce, however. 
Employing fluorescence-lifetime imaging in acute brain slices, a recent 
study showed that, although more glycolytic than the other cells of the 
neuropil, microglia are metabolically flexible and can engage gluta-
minolysis to survey the brain parenchyma (Fig. 1A) [44]. The authors 
also suggested that glutamine is supplied by astrocytes revealing an 
unpredicted participation of microglia in the glutamate-glutamine cycle 
in the brain. Remarkably, microglia-astrocyte communication might be 
mediated by intercellular transfer of fragmented mitochondria [45] and 
has been considered a central axis conveying inflammatory signals in 
diseases [46,47]. These data suggest that microglial function is sup-
ported by a complex metabolic coupling in the brain that might involve 
an intricate intercellular exchange of energy substrates. 

In the last years, many efforts have been made to understand 
whether changes in metabolism can affect microglial biology in diseases 
[23]. These attempts were influenced by the observation that reactive 
myeloid cells are supported by metabolic remodeling [48]. Indeed, 
resembling adaptations seen in macrophages [49], cultured microglia 
switch ATP production from oxidative metabolism to glycolysis during 
proinflammatory activation (Fig. 1B) [42]. The metabolic shift involves 

accumulation of tricarboxylic acid (TCA) cycle intermediates [48], a 
fragmented mitochondrial network [43,50] and increases in mitochon-
drial oxidant production [51]. Metabolic analyses using labeled sub-
strates suggest that activated microglia can still employ glucose- and 
glutamine-derived carbons to produce inflammatory intermediates and 
ATP in mitochondria, although presenting a disrupted TCA cycle [52]. 
We have described that proinflammatory microglia are not homogenous 
and can either mildly affect neuronal network function or induce severe 
neurodegeneration [53,54]. Notably, we recently observed that alter-
ations in mitochondrial function are stimulus-dependent, and selective 
inhibition of cell respiration determines microglial transition to neuro-
toxic phenotypes in situ [55]. 

Recent data from mice suggest that microglial metabolism can be 
differently altered in brain diseases. Increases in glycolytic flow without 
concomitant changes in mitochondrial function were reported in 
microglia treated with amyloid-β and isolated from aged brains (Fig. 1C) 
[56,57]. Conversely, succinate accumulates in the cerebrospinal fluid in 
a mouse model of multiple sclerosis (MS), indicating that mitochondrial 
function can be disrupted in inflammatory microglia in vivo [58]. Shifts 
in metabolism have been also related to innate immune memory [59] 
and a metabolic breakdown, instead of a metabolic shift, associates with 
impaired microglial function in late/chronic AD (Fig. 1D) [57,60]. 
Interestingly, different molecules have been shown to be neuro-
protective by affecting the metabolic component of inflammation. For 
instance, the reference molecule for MS treatment, dimethyl fumarate, 
modulates glycolytic flux and oxidant production in immune cells [61, 
62]. The metabolite itaconate, in turn, attenuates neuronal damage in 
mice experiencing traumatic brain injury [63]. 

Although representing a potential target for the development of new 
treatments, disease-related changes in microglial metabolism have been 
only started to be understood. An important challenge for the field is 
that many studies rely on in vitro metabolic assessment [42,43,57,64] 
and that the metabolic states of reactive microglia in living tissue are 
virtually unknown. Consequently, microglia-mediated alterations in 
brain metabolism have been largely ignored. Employing hippocampal 
slice cultures, we recently observed a microglia-dependent increase in 
glucose consumption and lactate production in inflamed cortical tissue 
[55]. Moreover, single-cell sequencing analyses showed that glycolytic 
genes are upregulated in proinflammatory human microglia [65]. These 

Fig. 1. Microglial energy metabolism in health and 
disease. (A) In the healthy brain, microglia are meta-
bolically flexible and can use glucose and glutamine to 
support homeostatic "surveillance" functions. The use 
of fatty acids for ATP production is still controversial. 
(B) Proinflammatory microglia undergo a metabolic 
reprogramming featured by increased glycolytic flow, 
inhibition of mitochondria function, enhanced oxidant 
production and lipid synthesis. Note that the lipid 
biosynthetic program supports the synthesis of lipid- 
based inflammatory mediators. (C) Aged and amyloid- 
β-treated microglia (early AD), in turn, present 
increased glucose consumption and accumulation of 
lipid droplets. (D) In late (chronic) AD, microglia 
display a metabolic breakdown featured by lower 
mitochondrial and glycolytic function. cPLA - Cytosolic 
phospholipases; FA - Fatty acids; TCA - Tricarboxylic 
acid cycle.   

B. Chausse et al.                                                                                                                                                                                                                                
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(via acetil-CoA/TCA), che collettivamente ripristinano l'omeostasi gliale e limitano il 

danno neurodegenerativo. 

 Le evidenze indicano che l'azione degli SCFA non si limita alla regolazione immunitaria. 

È stato osservato che questi metaboliti, e in particolare il butirrato, esercitano un'influenza 

diretta sugli oligodendrociti, i cui precursori (OPC) devono proliferare e differenziarsi per 

ripristinare le guaine mieliniche danneggiate nel SNC. 

L'analisi dei dati suggerisce che la promozione della rimielinizzazione da parte del 

butirrato non sia primariamente attribuibile all'attivazione dei recettori GPR di superficie, 

bensì alla sua attività di inibitore delle istone deacetilasi (HDAC). È stato osservato che 

l'effetto del butirrato sulla maturazione degli oligodendrociti persiste anche in colture 

organotipiche in cui la microglia è stata farmacologicamente depleta (tramite l'antagonista 

del recettore CSF1R, PLX3397), escludendo quindi un meccanismo indiretto mediato da 

citochine microgliali o dai recettori GPR espressi su tali cellule [181]. A supporto di 

questa ipotesi, il trattamento con Tricostatina A (TSA), un noto inibitore sintetico delle 

HDAC, ha replicato gli effetti benefici del butirrato, col sopprimere la demielinizzazione 

e favorire la rimielinizzazione in modo comparabile. Questi risultati indicano che il 

butirrato agisce direttamente sugli oligodendrociti nel modulare l'acetilazione istonica per 

facilitare la trascrizione di geni necessari alla differenziazione. 

Le evidenze raccolte derivano dall'impiego di tre modelli sperimentali distinti che 

riproducono aspetti diversi della patologia della sostanza bianca [181]: 

1. Modello indotto da Cuprizone (in vivo): La somministrazione orale di una miscela 

di antibiotici non assorbibili ha indotto una disbiosi intestinale che ha esacerbato 

significativamente la demielinizzazione del corpo calloso. In questo contesto, la 

supplementazione orale con butirrato ha migliorato significativamente le lesioni 

demielinizzanti, mentre l'acetato ha mostrato un effetto lieve e il propionato nessun effetto 

significativo. 

2. Modello indotto da Lisolecitina (LPC) (ex vivo): In colture di sezioni cerebellari, 

l'induzione della demielinizzazione tramite LPC è stata efficacemente contrastata dal 

trattamento con butirrato, che ha dimostrato di accelerare la rimielinizzazione in modo 

dose-dipendente. 
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3. Modello di esposizione neonatale al Sevoflurano: Questo modello, utilizzato per 

indurre deficit cognitivi e difetti nello sviluppo della mielina correlati a disbiosi 

intestinale, ha evidenziato che la somministrazione di butirrato di sodio può ripristinare 

l'integrità della mielina nell'ippocampo e nella corteccia prefrontale, compensando la 

riduzione degli SCFA endogeni causata dall'anestetico [191]. 

 

L'effetto trofico degli SCFA sulla mielina è stato quantificato attraverso l'analisi di 

specifici marker strutturali e fattori di trascrizione [181]: 

1. Il trattamento con butirrato ha indotto un aumento significativo dell'espressione della 

MBP (Myelin Basic Protein). Nel modello ex vivo con LPC, l'indice di mielinizzazione 

(definito dall'area di colocalizzazione MBP/NF200) è risultato significativamente 

superiore nei campioni trattati rispetto ai controlli. Parallelamente, nel modello di 

esposizione a sevoflurano, il butirrato ha ripristinato i livelli di mRNA di MBP, PLP 

(Proteolipid Protein) e MAG (Myelin-Associated Glycoprotein) sia nell'ippocampo che 

nella corteccia prefrontale [191]. Non sono stati reperiti nelle fonti dati quantitativi 

specifici relativi alla MOG (Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein) in risposta al 

trattamento con SCFA. 

2. È stato osservato che il butirrato accelera la maturazione degli OPC piuttosto che la loro 

proliferazione. Nelle colture trattate, si è registrato un aumento significativo degli 

oligodendrociti maturi positivi per CC-1 e del fattore di trascrizione Olig2, mentre non 

sono state rilevate variazioni significative nel numero di precursori positivi per PDGFR. 

Questo pattern suggerisce che il butirrato faciliti la transizione dallo stadio di precursore 

a quello di oligodendrocita mielinizzante maturo. 

In conclusione, i dati indicano che il butirrato agisce come un potente induttore della 

differenziazione degli oligodendrociti attraverso l'inibizione epigenetica delle HDAC, 

promuovendo l'espressione delle proteine strutturali della mielina e il recupero funzionale 

del tessuto nervoso danneggiato, indipendentemente dalla modulazione immunitaria 

concomitante. 
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Figura 8 

LINFOCITI NEL SNC: Ricalibrazione Sistemica (Tregs e NK) 

L'intestino funge da serbatoio di immunocompetenza, dal quale cellule T regolatorie 

(Tregs) e cellule Natural Killer (NK) epigeneticamente istruite migrano per risolvere la 

neuroinfiammazione. Evidenze sperimentali hanno confermato che i linfociti generati o 

residenti nell'intestino non si limitano a un'azione periferica, ma contribuiscono 

fisicamente al pool cellulare che infiltra il parenchima cerebrale in condizioni di danno. 

L'utilizzo di topi transgenici KikGR, che esprimono una proteina fluorescente 

fotoconvertibile, ha permesso di tracciare in vivo la migrazione dei linfociti dall'intestino 

tenue al cervello. È stato osservato che la supplementazione con una miscela di SCFA 

(acetato, propionato e butirrato) in modelli murini sottoposti a TBI e deplezione del 

microbiota aumenta significativamente il reclutamento di linfociti intestinali nel cervello 

lesionato rispetto ai controlli [192]. 

Questo fenomeno di homing appare strettamente dipendente dalla segnalazione mediata 

dai recettori per gli acidi grassi liberi. Nello specifico, l'analisi condotta su topi knock-out 

ha rivelato che il recettore FFA2 (GPR43), ma non il recettore FFA3 (GPR41), è 

essenziale per l'infiltrazione dei linfociti T CD4+ nel cervello e per il mantenimento dei 

livelli di neurogenesi post-lesione [192]. A livello fenotipico, il trattamento con SCFA ha 

ripristinato le popolazioni di Treg  nell'intestino tenue [148], suggerendo che i metaboliti 
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microbici promuovano la differenziazione dei Treg primariamente nel compartimento 

intestinale attraverso l'acetilazione istonica del locus Foxp3, per poi facilitarne la 

migrazione verso il SNC [192]. Nonostante sia stato rilevato un aumento globale 

dell'acetilazione degli istoni H3 (H3K9acK14ac) nel tessuto cerebrale trattato con SCFA, 

i dati attuali indicano che l'espansione dei Treg avviene prevalentemente nel GALT 

(tessuto linfoide associato all'intestino), piuttosto che in loco nel cervello. 

Analogamente il butirrato esercita una profonda influenza sulla biologia delle cellule 

Natural Killer (NK) umane, agendo come un potente modulatore epigenetico. 

L'esposizione delle cellule NK al butirrato inibisce l'attività delle istone deacetilasi 

(HDAC), determinando un aumento significativo dell'acetilazione globale degli istoni, 

similmente a quanto osservato con l'inibitore sintetico SAHA [180]. L'analisi della 

cromatina tramite ATAC-seq ha rivelato che il butirrato modifica l'accessibilità genomica 

in regioni specifiche, aprendo alla trascrizione 513 regioni e chiudendone 351, con una 

prevalenza di modifiche a livello dei promotori. 

Questa riprogrammazione epigenetica coinvolge gruppi genici per la risposta antivirale, 

il rimodellamento della cromatina stessa e la regolazione della differenziazione cellulare. 

Il trattamento induce una up-regulation della popolazione NK e un aumento della 

percentuale di cellule nel contesto delle PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cells). 

Ciò suggerisce che l'azione del butirrato sull'espansione del pool NK sia indiretta, 

mediata verosimilmente dal cross-talk con altre cellule immunitarie periferiche accessori 

[180]. 

Il butirrato opera una selezione qualitativa della risposta immunitaria. Anziché indurre 

una soppressione generalizzata, esso opera una modulazione fine su cellule NK CD56-

𝑏𝑟𝑖𝑔ℎ𝑡 in modo tale da riconoscere ed eliminare selettivamente i linfociti T in stato di 

attivazione (CD69+ e CD25+). Questo meccanismo permette di spegnere in modo mirato 

la risposta autoimmune, con l’eliminazione di cloni T iper-attivati senza il blocco 

indiscriminato della proliferazione cellulare globale. [180]. 
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Figura 9 

9. Obiettivi 

Attualmente, la pratica clinica manca di biomarcatori efficaci per predire l’evoluzione 

della sclerosi multipla (SM). Anche lo studio del miocrobiota non è sempre informativo, 

presentando molta variabilità geografica tra le persone con SM. Questa tesi si muove dal 

“chi sono”, al “cosa fanno” e, sulla base del ruolo del microbiota intestinale nel modulare 

la risposta immunitaria nella SM. Si propone di analizzare i metaboliti derivanti dal 

microbiota per comprendere come la loro concentrazione correli con la progressione della 

patologia. L'obiettivo è individuare specifiche impronte metabolomiche derivate dal 

microbiota differenziate per fenotipo di malattia (SMRR, SMPP, SMSP), età e regime 

terapeutico. L’identificazione di tali marcatori risulterà utile per comprendere meglio 

l’associazione tra i metaboliti del microbioma intestinale ed i fenotipi immunologici e 

clinici della SM, sviluppare biomarcatori di malattia e aprire la strada a un miglioramento 

nei tempi di diagnosi e prognosi e nella personalizzazione delle terapie modificanti il 

decorso.   

Butirrato 
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10 Metodi 

10.1   Arruolamento e Raccolta Campioni 

Lo studio è stato approvato dal Comitato Etico Territoriale Liguria. Tutti i partecipanti 

hanno fornito il consenso informato al trattamento dei dati e alla procedura sperimentale 

dopo essere stati informati sugli obiettivi della ricerca. Per ogni paziente sono stati 

raccolti dati anagrafici (età, sesso), parametri clinici (punteggio EDSS, fenotipo di 

malattia SMRR, SMPP, SMSP, numero di ricadute negli ultimi 12 mesi) e informazioni 

terapeutiche relative a trattamenti modificanti il decorso (DMT) o non modificanti 

(nDMT). La raccolta dei campioni è avvenuta tramite prelievo venoso con l’utilizzo di 

provette dedicate all'ottenimento di plasma. 

 

 

10.2 Isolamento del Plasma 

Il plasma è stato isolato mediante centrifugazione in gradiente di densità attraverso la 

tecnica Ficoll-Paque, con un rapporto sangue/Ficoll di 2:1. Le provette sono state 

centrifugate a 2000 rpm per 20 minuti, impostando acceleratore e freno a 0 per preservare 

l'integrità della stratificazione. Subito dopo la centrifugazione, il plasma è stato raccolto, 

suddiviso in aliquote da 300 µL e immediatamente conservato a -80°C per garantire la 

stabilità dei metaboliti. 

 

10.3 Analisi degli acidi grassi a catena corta (SCFA) mediante LC-

MS/MS 

L'analisi quantitativa degli SCFA nel plasma è stata eseguita tramite cromatografia 

liquida accoppiata a spettrometria di massa tandem (LC-MS/MS). A causa della natura 

chimica polare e dell'elevata volatilità di questi metaboliti, è stato applicato un protocollo 

di derivatizzazione chimica per aumentarne l'idrofobicità, migliorando così la separazione 

cromatografica e la sensibilità analitica. 

10.3.1 Preparazione del campione e derivatizzazione 

Il workflow di preparazione del plasma ha previsto i seguenti passaggi: 
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1. Acidificazione e Standard Interno: A un’aliquota di 100 µL di plasma sono stati 

aggiunti 50 µL di acido cloridrico (HCl [0.1M]) e 10 µL di una soluzione di Standard 

Interno (IS). Il campione è stato miscelato mediante vortex per 30 secondi per favorire la 

denaturazione proteica. 

2. Reazione di derivatizzazione: Per rendere rilevabili gli SCFA, sono stati aggiunti 20 µL 

di 4-Acetamido-7-mercapto-2,1,3-benzoxadiazolo (AABD-SH), 20 µL di trifenilfosfina 

(TPP) e 20 µL di 2,2′-dipiridildisolfuro (DPDS). 

3. Incubazione ed Estrazione: La miscela è stata incubata in un thermomixer per 30 minuti 

e successivamente centrifugata per 15 minuti. È stata quindi raccolta la fase organica 

sottostante contenente gli acidi grassi derivatizzati. 

4. Ricostituzione: Il campione è stato portato a secco in un evaporatore centrifugo 

Speedvac e il residuo  ricostituito in metanolo (MeOH) per l'analisi strumentale. 

 

 

 

10.3.2 Parametri Cromatografici e Ottimizzazione del Gradiente 

La separazione degli analiti si è ottenuta con un sistema LC equipaggiato con una colonna 

(Phenomenex) Luna Omega 1.6 µm). La fase mobile è stata composta da acqua 

microfiltrata con 0.1% di acido formico (Solvente A) e Acetonitrile con 0.1% di acido 

formico (Solvente B). 

 

Le condizioni includevano un flusso di 350 µL/min e una temperatura della colonna di 

40°C. La corsa cromatografica è stata impostata con un gradiente specifico caratterizzato 

da una fase iniziale al 40% di solvente B (0-12 min). Questa condizione si è ottimizzata 

per gestire l'aumentata idrofobicità degli SCFA post-derivatizzazione, impedendo ai 

metaboliti di legarsi troppo saldamente alla fase stazionaria della colonna. Il gradiente 

prevedeva poi un incremento al 95% di B (fino a 30 min) per il lavaggio della colonna, 

seguito dal riequilibrio alla condizione iniziale.  

Attraverso l’analisi LC-MS/MS, si è definito il profilo metabolico degli SCFA nel plasma 

di ogni soggetto coinvolto nello studio. 

 

 

10.3.3 Spettrometria di Massa Tandem (MS/MS) 
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L'analisi quantitativa è stata condotta su uno spettrometro Orbitrap Q-Exactive Plus in 

modalità Parallel Reaction Monitoring (PRM) in polarità positiva. Questo approccio 

ha permesso di quantificare 7 degli 11 SCFA dosati, siccome erano gli unici sopra il LOD, 

identificati monitorando la transizione specifica tra lo ione precursore derivatizzato e il 

frammento diagnostico a m/z 210.03, corrispondente alla porzione comune del reagente 

AABD-SH.  

Per massimizzare la selettività analitica, le energie di collisione (NCE) sono state 

ottimizzate per ogni singola molecola, con valori variabili tra 10 (acido acetico) e 110 

(acido 2-metilbutirrico). 

Si è preferito l’impiego della tecnica PRM alla rilevazione della molecola intera poiché 

la frammentazione riduce drasticamente le interferenze della matrice e migliora il 

rapporto segnale/rumore, per garantire una quantificazione estremamente affidabile. 

Inoltre, il monitoraggio di pattern di frammentazione specifici consente di confermare 

l’identità dell’analita e distinguerlo con precisione da composti strutturalmente simili, 

aspetto fondamentale per l’accuratezza dei dati in matrici biologiche complesse come il 

plasma. 

10.4 Elaborazione dei dati e analisi statistica  

Nella elaborazione dei dati l’analisi quantitativa è stata svolta dal team Proteomica e 

Spettrometria di massa mentre l’analisi statistica è stata svolta dal team MIDA.  

L'analisi quantitativa degli spettri di massa è stata effettuata con il software Xcalibur 4.1, 

applicando normalizzazione sugli standard interni. L'analisi statistica è stata condotta in 

RStudio (v2024.12.0), con il pacchetto ggplot2 per la visualizzazione; la soglia di 

significatività è stata fissata a p < 0,05. 

Nel primo approccio univariato, sono stati eseguiti confronti tra i gruppi tramite test di 

Kruskal-Wallis per ciascuna variabile dei tre blocchi omici, con correzione per confronti 

multipli secondo il metodo FDR di Benjamini-Hochberg.  

 

L’analisi multivariata è stata condotta con l’obiettivo primario di superare i limiti 

intrinseci degli approcci statistici tradizionali "a singoli blocchi", i quali tendono a isolare 

i diversi livelli biologici senza coglierne l'interazione sistemica. Attraverso l'adozione di 

un'integrazione di tipo "N-way", abbiamo modellato le relazioni reciproche tra i profili 

dei triptofani, degli acidi grassi a catena corta (SCFA) e delle Citochine. 



 55 

Questa metodologia ci permetterà di identificare delle vere e proprie firme 

molecolari: pattern coordinati di variabili che non agiscono in modo isolato, ma che 

insieme contribuiscono a spiegare la variabilità clinica osservata nel dataset. L'analisi si 

è focalizzata in particolare sulla capacità di questi marcatori di riflettere le diversità legate 

al sesso, all'età e ai diversi fenotipi della Sclerosi Multipla (SM). 

Per l'elaborazione dei dati si è impiegato il framework DIABLO (Data Integration 

Analysis for Biomarker discovery using Latent variable approaches for Omics) [193, 

194], basato sull'algoritmo sPLS-DA (Sparse Partial Least Squares Discriminant 

Analysis). La scelta di questo modello risponde alla necessità di gestire set di dati 

eterogenei e ad alta dimensionalità. 

Nel configurare il modello, è stata definita una Matrice di Design con un peso diagonale 

di 0.1 per ogni blocco (ossia per ogni gruppo di variabili). Questa impostazione riflette 

una strategia orientata alla massima discriminazione: invece di limitarsi a osservare le 

correlazioni generiche tra le omiche, il modello è stato istruito per dare priorità a quei 

legami molecolari che separano in modo netto le diverse classi cliniche. 

Contemporaneamente l'implementazione della Sparsity (selezione delle variabili) ha 

permesso di operare una rigorosa riduzione del rumore di fondo. Attraverso una 

penalizzazione matematica, il sistema ha isolato esclusivamente i marker più stabili e 

significativi, garantendo che la firma finale sia composta solo da variabili con un reale 

valore biologico e predittivo. 

 

Il principale output visivo e interpretativo di questa integrazione è rappresentato 

dal Circos Plot. A differenza di un grafico tradizionale, il Circos Plot offre una visione 

completa del sistema biologico in esame, mappando le correlazioni funzionali cross-

omiche in un unico spazio circolare. 

Ogni settore della circonferenza esterna rappresenta un diverso comparto molecolare 

(Triptofani, SCFA o Citochine). All'interno di questi settori, vengono posizionati i singoli 

marker selezionati dal modello sPLS-DA. La potenza informativa dello strumento risiede 

nei link interni: le linee che collegano i diversi settori indicano l'esistenza di forti 

correlazioni statistiche tra variabili appartenenti a livelli biologici differenti.  
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11 Risultati  

11.1 Caratteristiche della popolazione in studio 

La popolazione sperimentale è composta da un campione totale di n=45 soggetti con 

diagnosi di Sclerosi Multipla o Sindrome Clinicamente Isolata (CIS), afferenti al centro 

clinico di riferimento. Il campione è stato stratificato in due coorti in base all'età al 

momento del prelievo: 

• Gruppo "Over 60" (n=33): pazienti con età ≥ 60 anni. 

• Gruppo "Under 40" (n=12): pazienti con età ≤ 40 anni. 

11.1.1 Analisi Descrittiva 

La coorte Over 60 presenta una distribuzione fenotipica bilanciata tra le varie forme di 

malattia, riflettendo una popolazione con una lunga storia clinica (età media all'esordio 

molto variabile). Al contrario, la coorte Under 40 è quasi interamente composta da 

pazienti con fenotipo Relapsing-Remitting (RR) e un caso di CIS, con una disabilità 

accumulata significativamente inferiore. 

Sintesi delle caratteristiche demografiche e cliniche 

 

Variabile Totale 

(n=45) 
Over 60 

(n=33) 
Under 

40 

(n=12) 

p (MW) 

Età media ± DS 55.1 ± 15.8 64.1 ± 4.1 30.2 ± 

5.3 
3.7×10⁻⁷ 

*** 

EDSS medio ± DS 3.8 ± 2.3 4.6 ± 2.1 1.5 ± 

0.9 
2.2×10⁻⁵ 

*** 

Durata SM, anni ± DS 19.6 ± 12.5 24.7 ± 10.7 6.5 ± 

5.6 
8.9×10⁻⁶ 

*** 

BMI medio ± DS ᵃ 24.3 ± 4.8 24.9 ± 5.3 22.8 ± 

3.1 
0.349 

Sesso F, n (%) 30 (67%) 21 (64%) 9 (75%) — 

Fenotipo RR, n (%) 25 (56%) 14 (42%) 11 

(92%) 
— 

Fenotipo PP, n (%) 19 (42%) 19 (58%) 0 (0%) — 

Fenotipo SP, n (%) 1 (2%) 0 (0%) 1 (8%) — 
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— Classe terapeutica — 

Anti-CD20 totale, n (%) 15 (33%) 8 (24%) 7 (58%) — 

   Ocrelizumab 12 (27%) 6 (18%) 6 (50%)  

   Ofatumumab 2 (4%) 1 (3%) 1 (8%)  

   Rituximab 1 (2%) 1 (3%) 0 (0%)  

S1P / Natalizumab, n (%) 7 (16%) 7 (21%) 0 (0%) — 

   Fingolimod / Ozanimod 6 (13%) 6 (18%) 0 (0%)  

   Natalizumab 1 (2%) 1 (3%) 0 (0%)  

Low / Moderate, n (%) 5 (11%) 4 (12%) 1 (8%) — 

Untreated, n (%) 18 (40%) 14 (42%) 4 (33%) — 

 

 

 

 

11.1.2. Profilo della Disabilità e BMI 

Il carico di disabilità, misurato tramite la scala EDSS, mostra una divergenza netta: 

• Nel gruppo Over 60, la mediana dell'EDSS si attesta su valori medio-alti (fino a 8.0), 

coerentemente con la progressione delle forme SP e PP. 

• Nel gruppo Under 40, l'EDSS massimo registrato è 4.0, con la maggior parte dei soggetti 

che presenta un punteggio pari a 1.0, indicativo di una minima compromissione 

funzionale. 

Il BMI medio del gruppo senior è lievemente superiore (24,6) rispetto ai giovani (22,6). 

Si segnalano due casi di obesità di classe II nel gruppo Over 60 (pazienti T11 e T17 con 

BMI > 35). 

 

11.1.3 Comorbilità e Terapie Concomitanti 

Un elemento distintivo emerso dall'analisi è l'elevata prevalenza di comorbilità e 

politerapia nel gruppo Over 60. Le patologie più frequenti includono: 

1. Ipertensione arteriosa  e dislipidemia. 

2. Patologie tiroidee e metaboliche (Diabete Mellito Tipo II). 
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3. Pregresse neoplasie (mammella, prostata). 

4. Sintomatologie correlate (depressione, insonnia, dolore neuropatico), trattate con 

un'ampia gamma di farmaci sintomatici (baclofene, gabapentin, antidepressivi). 

11.1.4 Trattamenti Modificanti la Malattia (DMT) 

Per quanto riguarda le terapie specifiche per la SM: 

• Under 40: Si osserva un uso prevalente di terapie ad alta efficacia di nuova generazione 

(Ocrelizumab, Ofatumumab, Natalizumab). 

• Over 60: Circa il 35% dei pazienti (n=12) non è attualmente in trattamento farmacologico 

per la SM, spesso a causa della stabilizzazione della malattia in fase progressiva o per 

switch terapeutici in corso. 

11.2 Risultati dell’analisi metabolomica  

 

L’integrazione delle analisi, nel confronto binario (Anti-CD20 vs altre terapie), ha 

delineato i seguenti metaboliti per significatività statistica, permettendo di delineare un 

quadro coerente dell'impatto metabolico del trattamento.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10 
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L'analisi dei livelli di acido butirrico ha evidenziato una differenza statisticamente 

significativa tra i due gruppi analizzati, Krustal Wallis (KW) p = 0.023 (figura 10). 

 I soggetti appartenenti al gruppo Anti-CD20 hanno mostrato livelli significativamente 

più elevati di butirrato rispetto al gruppo Other (Altre). 

Il valore mediano rilevato nel gruppo Anti-CD20 è risultato quasi il doppio rispetto al 

gruppo di controllo (1.09 vs 0.61). 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Il confronto binario dell’acido valerico avvalora il trend di incremento associato agli 

Anti-CD20. Il valore di p, attestandosi a 0.054, è prossimo alla significatività statistica. 

La distribuzione (figura 11) rimane caratterizzata da una spiccata asimmetria verso l'alto 

nel gruppo trattato (upper whisker) suggerendo una risposta metabolica rilevante, in 

questa coorte.  

 

 

  

 

 

 

Figura 11 



 60 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Il confronto del 2-metilbutirrico mostra un trend opposto rispetto ai suddetti acidi 

grassi. Si osserva (figura) una mediana inferiore nel gruppo Anti-CD20 rispetto ai 

controlli (NT) o alle altre terapie accorpate. Sebbene il dato non raggiunga la 

significatività (KW p=0.3397 nel binario), il trend suggerisce che la terapia cellulare B-

specifica possa esercitare una pressione riduttiva su questo specifico metabolita.  

Fenotipo delle cellule NK: attivazione NK e fenotipo adattivo in relazione alla 
terapia Anti-CD20 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L'analisi citofluorimetrica ha evidenziato una differenza statisticamente significativa 

nell'espressione di CD69+ sulle cellule NK tra i due gruppi (figura 13). I pazienti in terapia 

Figura 13 

Figura 12 
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con Anti-CD20 presentavano una percentuale di NK_CD69⁺ significativamente più 

elevata rispetto al gruppo "Other" (3.82% vs 2.18%, KW p = 0.0108). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Analogamente le cellule NKG2C+ hanno evidenziato una differenza statisticamente 

significativa (figura 14).. I pazienti in terapia con Anti-CD20 mostravano una percentuale 

di NKG2C⁺ significativamente inferiore rispetto al gruppo Other  (4.73% vs 8.39%,  KW 

p = 0.014). 

Metaboliti del triptofano: nessuna significatività 

Sebbene nell'analisi del metaboloma dei triptofani i pazienti in terapia con Anti-CD20 

mostrassero livelli tendenzialmente più elevati rispetto al gruppo Other (0.005 vs 0.004), 

la differenza non ha raggiunto la significatività statistica (KW p = 0.063).  

 

Figura 14 
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Analisi integrata multiomics: Attivazione NK, SCFA e triptamina formano un asse 

integrato nel gruppo Anti-CD20 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Al fine di visualizzare le correlazioni inter-blocco tra i tre domini (fenotipo NK, 

metaboliti del triptofano e SCFA) in modo simultaneo, è stato impiegato un circos plot 

costruito sui componenti dell'analisi DIABLO, con soglia di correlazione r=0,7. Questo 

approccio consente di identificare connessioni funzionali tra variabili appartenenti a 

blocchi omici distinti, superando i limiti delle analisi univariate. Il circos plot (figura 15) 

è costruito tra le variabili citofluorimetriche NK (verde), i metaboliti del pathway del 

triptofano (arancione) e gli SCFA (viola), stratificate per gruppo (blu = Anti-CD20, 

arancione = Other). 

Le correlazioni positive di maggior rilievo osservate nel gruppo Anti-CD20 includono: 

NK_CD69+ con acido valerico e con triptamina. Il triptofano risulta inoltre positivamente 

correlato con acido valerico e acido butirrico, anch'essi più elevati nel gruppo Anti-CD20. 

Nel gruppo Other, si osservano invece correlazioni positive tra L-chinurenina e acido 

isovalerico e acido 2-metilbutirrico. 

Figura 15 
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Pazienti in terapia Anti-CD20 vs non trattati e vs modulatori S1P 

Tra i parametri analizzati, i seguenti risultati hanno raggiunto la significatività statistica.  

 

Fenotipo delle cellule NK: anti-CD20 si associa a maggiore attivazione NK (CD69+, 

NKG2A+) e minore diJerenziazione terminale (CD8+) rispetto a NT e S1P 

 

 

 

 

 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Nell'analisi citofluorimetrica, il gruppo  Anti-CD20 mostra differenze statisticamente 

significative rispetto ai gruppi No-Therapy (NT) e S1P per diversi marcatori delle cellule 

NK. La percentuale di NK CD69⁺ (figura 16) risulta significativamente più elevata nel 

gruppo Anti-CD20 rispetto a NT e S1P (valori mediani: 3.82, 1.96 e 1.72; KW p = 

0.0157). 

Figura 16 
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Analogamente, NKG2A⁺ (figura 17) presenta una differenza significativa tra i tre gruppi 

(valori mediani: 38.3, 32.0 e 24.3; KW p = 0.0203).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17 

Figura 18 
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Per quanto riguarda NK CD8⁺, si osserva (figura 18) invece un pattern inverso: i valori 

risultano significativamente più bassi nel gruppo Anti-CD20 rispetto a NT e S1P (valori 

mediani: 39.8, 48.9 e 54.5; KW p = 0.0165). 

SCFA: il butirrato è specificamente elevato nel gruppo Anti-CD20 

indipendentemente dagli altri immunosoppressori 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Il butirrato mostrava livelli significativamente più elevati nel gruppo Anti-CD20 rispetto 

sia ai NT sia ai pazienti con modulatori S1P (p=0,0426). Questo risultato conferma che 

l’arricchimento del butirrato fecale è specificamente associato alla terapia Anti-CD20, 

indipendentemente da altri farmaci immunosoppressori. Gli altri SCFA non presentavano 

differenze significative tra i tre gruppi (figura 19). 

 

Metaboliti del triptofano: metaboloma del triptofano non discrimina Anti-CD20, NT 

e S1P nel confronto a tre gruppi 

Il confronto a tre gruppi tra Anti-CD20, non trattati (NT) e modulatori S1P non ha 

evidenziato differenze statisticamente significative nei metaboliti del triptofano. I valori 

dei metaboliti della via chinureninica e indolica erano comparabili tra i tre gruppi.  

Figura 19 
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Analisi integrata multiomics: SCFA e via indolica del triptofano correlano nel 

gruppo Anti-CD20 

Nell'analisi di integrazione cross-omica, applicando un cut-off di r = 0,7 al Circos plot, 

emergono correlazioni positive di rilievo all'interno del gruppo trattato con anti-CD20.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Il triptofano, risultato aumentato in questo gruppo, mostra una correlazione positiva con 

l'acido valerico, anch'esso incrementato nei soggetti anti-CD20. Analogamente, l'indolo-

3-carbossialdeide, metabolita della via del triptofano ugualmente aumentato, correla 

positivamente con l'acido butirrico, altro acido grasso a catena corta che segue lo stesso 

andamento nel medesimo gruppo (figura 20 ). 
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Pazienti in terapia Anti-CD20 vs terapia moderata vs non trattati  

Fenotipo delle cellule NK: attivazione NK CD69+ comune ai pazienti trattati rispetto 

ai non trattati 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nell'analisi citofluorimetrica, NK CD69⁺ risulta significativamente più elevata in 

entrambi i gruppi trattati rispetto ai non trattati (valori mediani: Anti-CD20 3.82, 

Moderata 3.85, NT 1.96; KW p = 0.023), con i due gruppi in terapia che mostrano livelli 

quasi raddoppiati rispetto al gruppo NT (figura 21 ).  

 Il trend suggerisce che la terapia farmacologica, indipendentemente dall'intensità, sia 

associata a un incremento dell'attivazione delle cellule Natural Killer. Per NKG2C⁺, il 

gruppo con terapia moderata presenta i valori più elevati (mediana 14.1), mentre il gruppo 

Anti-CD20 (mediana 4.73) mostra livelli persino inferiori ai non trattati (mediana 8.62); 

la differenza non raggiunge la significatività statistica nominale, pur con un p molto 

prossimo alla soglia (KW p = 0.067). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21 
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SCFA: gradiente con andamento crescente dell'acido valerico  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nell'analisi metabolomica (figura 22 ) degli SCFA, l'acido valerico risulta più elevato nei 

pazienti trattati, con i valori più alti nel gruppo a terapia moderata (mediana 0.186), 

intermedi nel gruppo Anti-CD20 (mediana 0.129) e più bassi nei non trattati (mediana 

0.064; KW p = 0.034). Un trend analogo si osserva per l'acido butirrico, con livelli più 

elevati nei gruppi trattati (Anti-CD20: 1.09; Moderata: 0.938) rispetto ai non trattati 

(0.576), sebbene la differenza si avvicini alla significatività senza raggiungerla (KW p = 

0.068). 

Va sottolineato che la durata di malattia alla diagnosi differisce significativamente tra i 

gruppi (Anti-CD20: 23 mesi; Moderata: 37 mesi; NT: 39 mesi; KW p = 0.030), 

rappresentando un potenziale fattore confondente: non è possibile escludere che i trend 

osservati per i marcatori NK o per i metaboliti SCFA riflettano in parte la precocità 

diagnostica nei pazienti in terapia Anti-CD20 piuttosto che l'effetto diretto del farmaco. 

Metaboliti del triptofano sovrapponibili tra i tre gruppi 

Il confronto tra Anti-CD20, terapia moderata (Teriflunomide, Dimetilfumarato, 

Interferone beta) e NT non ha mostrato differenze significative nei metaboliti del 

Figura 22 
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triptofano. La distribuzione dei metaboliti chinurenici e indolici risultava sovrapponibile 

tra i tre gruppi, indicando che l'effetto sul metaboloma triptofanico non differenzia il 

profilo delle terapie moderate rispetto ai non trattati. 

 

Analisi integrata multiomics: valerico e CD69+ discriminano i gruppi; asse NK-

SCFA-triptofano emerge nell'integrazione multiomics  

L'analisi multivariata DIABLO ha consentito di identificare pattern di separazione tra i 

gruppi terapeutici che non emergevano dalla sola analisi univariata. 

 

Al fine di identificare le variabili con il maggiore contributo discriminante tra i gruppi nel 

modello multivariato, è stato generato un dot plot DIABLO (figura 23). Ogni punto 

rappresenta una variabile; la sua distanza dall'origine indica il peso nel componente 

latente, ovvero la capacità di separare i gruppi nello spazio multiomics integrato. Nel dot 

plot multivariato, i parametri con il contributo discriminante più marcato tra i tre gruppi 

risultano essere l'acido valerico e NK CD69⁺, confermando questi due marcatori come i 

più interessanti nella distinzione del profilo immunometabolico associato alla terapia.  
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Per valutare la separazione multivariata per ciascun blocco omico separatamente, è stato 

generato un sample plot per blocco. Ogni soggetto è rappresentato come punto nello 

spazio dei componenti latenti del proprio blocco (citofluorimetria, triptofano, SCFA); le 

ellissi di confidenza al 95% illustrano la coerenza interna di ciascun gruppo. Questo 

approccio permette di identificare quale dominio omico contribuisce maggiormente alla 

separazione tra i gruppi. 

Nel Sample plot (figura 24) per blocco, il blocco citofluorimetrico mostra la separazione 

più netta: i pazienti Anti-CD20 e Moderata tendono a raggrupparsi nella porzione 

superiore sinistra dello spazio multivariato, mentre i No-Therapy risultano spostati verso 

destra, suggerendo che il profilo immunologico globale si modifica in modo coerente con 

l'esposizione terapeutica. Il blocco triptofano evidenzia una separazione lungo il primo 

vettore (variate 1, ovvero asse delle ascisse) discriminante tra il gruppo Anti-CD20 e i 

No-Therapy: pur in assenza di significatività dei singoli metaboliti all'analisi univariata, 

la loro azione combinata genera una distinzione rilevabile tra pazienti in terapia biologica 

e non trattati. Il blocco SCFA presenta invece la maggiore dispersione interna, con l'ellisse 

del gruppo a terapia moderata particolarmente ampia, indicativa di elevata variabilità 

individuale o della ridotta numerosità campionaria di quel gruppo. 

7.1.4 3B Anti CD20VsModeratavsNessuno

7.1.5 3B Anti CD20VSModerate
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Figura 24 
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Le connessioni tra questi tre domini emergono nel circos plot (figura 25 ), che visualizza 

le correlazioni inter-omiche più rilevanti. L'acido isovalerico mostra una correlazione 

positiva con l'acido chinourenico. L'acido butirrico correla positivamente con il 

triptofano. Il 2-metilbutirrico, che risulta più elevato nel gruppo No-Therapy e più basso 

negli Anti-CD20, presenta una correlazione negativa con le cellule NK CD56bright. 

Infine, si delinea un asse correlativo che collega NK CD69⁺, acido valerico e L-

chinourenico in sequenza positiva, suggerendo una possibile interazione funzionale tra 

l'attivazione delle cellule Natural Killer e il metabolismo del triptofano mediata dagli 

SCFA.  
 

Pazienti in terapia Anti-CD20 verso pazienti non trattati 

Nel confronto diretto tra il gruppo Anti-CD20 e i pazienti No-Therapy, diversi parametri 

raggiungono la significatività statistica nominale nel test KW.  
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Figura 25 
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Fenotipo delle cellule NK: CD69+ aumentato e NKG2C+ ridotto nel gruppo Anti-

CD20 rispetto ai non trattati 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nell'analisi citofluorimetrica (figura 26), NK CD69⁺ risulta significativamente più 

elevata nel gruppo Anti-CD20 rispetto ai non trattati (mediane: 3.82 vs 1.96; KW p = 

0.0102), confermando uno stato di maggiore attivazione delle cellule NK in associazione 

al trattamento.  

Figura 26 

Figura 27 
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NKG2C⁺ mostra (figura 27) invece un pattern inverso, con valori più bassi nel gruppo 

Anti-CD20 rispetto ai NT (mediane: 4.73 vs 8.62; KW p = 0.0362), suggerendo un 

differente orientamento del compartimento NK in risposta alla terapia biologica.  

SCFA: Butirrato e valerico entrambi significativamente piu' elevati nel gruppo Anti-

CD20 

                                

Nell'analisi degli SCFA, sia l'acido butirrico (figura 28) che l'acido valerico (figura 29) 

risultano significativamente più elevati nel gruppo Anti-CD20 (butirrico: 1.09 vs 0.576, 

p = 0.0184; valerico: 0.129 vs 0.064, KW p = 0.0226). Il butirrato, noto per le sue 

proprietà antinfiammatorie e per il ruolo nel mantenimento dell'integrità della barriera 

intestinale, suggerisce che i pazienti trattati con Anti-CD20 possano presentare un profilo 

metabolico intestinale potenzialmente più protettivo rispetto ai non trattati.  

 

Figura 28 Figura 29 
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Metaboliti del triptofano: il triptofano risulta più elevato nei pazienti Anti-CD20 

rispetto ai non trattati 

                       

         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I livelli plasmatici di triptofano (figura 30) risultano significativamente più elevati nel 

gruppo Anti-CD20 rispetto ai No-Therapy (mediane: 60.17 vs 50.43; KW p = 0.0438), 

suggerendo un'alterazione della disponibilità del precursore lungo la via metabolica del 

triptofano in associazione alla terapia. 

Figura 30 
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Metaboliti del triptofano: il triptofano risulta più elevato nei pazienti Anti-CD20 
rispetto ai non trattati 

Nel Sample plot (figura 31), il blocco citofluorimetrico mostra la separazione più netta 

tra i due gruppi, con i pazienti Anti-CD20 raggruppati nella porzione sinistra dello spazio 

multivariato e i No-Therapy a destra lungo il primo vettore discriminante. Il blocco SCFA 

evidenzia un fenomeno di particolare interesse: il gruppo No-Therapy presenta un'ellisse 

compatta, indicativa di un profilo di acidi grassi a catena corta omogeneo tra i pazienti 

non trattati, mentre il gruppo Anti-CD20 mostra una dispersione marcata, suggerendo che 

l'impatto della terapia sul microbiota intestinale sia altamente variabile tra i singoli 

pazienti. Il blocco triptofano risulta il meno discriminante, con le ellissi dei due gruppi 

sostanzialmente sovrapposte, confermando che la via metabolica del triptofano, 

considerata isolatamente, non è sufficiente a distinguere in modo affidabile i due gruppi. 

7.1.6 3B Anti CD20vsNessuna

7.1.7 3B Type SM
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Figura 31 
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Figura 32 

Il circos plot (figura 32) evidenzia le principali correlazioni mix-omiche. NK CD56bright 

mostra una correlazione negativa con il 2MB e con l'acido chinourenico. NK CD57⁺ 

correla positivamente con l'acido chinourenico. Il triptofano correla positivamente con 

l'acido butirrico e valerico. L'acido esanoico correla positivamente con la serotonina. NK 

CD69⁺ mostra correlazioni positive con 3-idrossi-L-chinurenina, acido butirrico, acido 

valerico e L-chinurenina. Tra le correlazioni che sopravvivono alla soglia r = 0.7, si 

segnalano la correlazione positiva tra 2-metilbutirrico e L-chinurenina e quella tra acido 

valerico e triptofano, delineando un asse metabolico-immunitario che connette il 

metabolismo degli SCFA, la disponibilità del triptofano e l'attivazione delle cellule 

Natural Killer. 

11.2.2 Metaboliti derivati dal microbiota e fenotipo NK in pazienti con 

diversa forma di malattia 

L'analisi per forma di malattia e' stata condotta confrontando le tre forme principali di 

SM (RR, SP e PP) e successivamente raggruppando le forme con attivita' infiammatoria 

residua (RR e SP) rispetto alla forma puramente progressiva (PP). Questo approccio 

7.1.24 3B Anti CD20vsNessuna circos
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stratificato permette di identificare alterazioni metaboliche e immunologiche associate 

alle differenti fisiopatologie della SM. 

Forme recidivante-remittente, secondariamente progressiva e 

primariamente progressiva 

Nel confronto tra i tre gruppi clinici, l'analisi univariata identifica alcune associazioni di 

interesse nominale. 

SCFA: Il propionato è ridotto nella forma PP rispetto a RR e SP 
   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nell'analisi degli SCFA, l'acido propionico (figura 33) risulta differentemente distribuito 

tra i gruppi (mediana PP=1.284 vs RR=1.636 vs SP=1.846; KW p = 0.03467).   

Figura 33 
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Metaboliti del triptofano: l'indolo-3-acetammide diJerisce tra le forme di malattia 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nell'analisi dei metaboliti del triptofano (figura 34), l'indolo-3-acetamide mostra una 

distribuzione significativamente differente tra i gruppi (mediana PP=0.004 vs RR=0.004 

vs SP=0.002; KW p = 0.03467;).  

Fenotipo delle cellule NK: nessuna diJerenza significativa nel fenotipo NK tra le tre 

forme cliniche 

Nessun marcatore NK mostrava differenze statisticamente significative tra le tre forme di 

malattia dopo correzione per test multipli. Questo risultato suggerisce che le alterazioni 

del fenotipo NK nella SM siano prevalentemente associate all'esposizione terapeutica e 

al processo di invecchiamento piuttosto che alla specifica forma clinica. 

 

Figura 34 



 79 

Analisi integrata multiomics: l'indolo-3-acetammide si associa inversamente agli 

SCFA e al subset NK senescente 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     

    

 

 

 

 

 

Nel circos plot (figura 35) relativo al confronto PP vs RR vs SP (soglia r = 0.06), 

emergono correlazioni di particolare interesse. L'indolo-3-acetamide mostra correlazioni 

negative con l'acido valerico, l'acido isovalerico, l'acido propionico e NK CD57⁺, 

suggerendo che a livelli più elevati di questo metabolita corrispondano concentrazioni 

ridotte di SCFA a catena ramificata e una minore espressione del marcatore di 

maturità/senescenza NK. In direzione opposta, l'indolo-3-acetamide correla 

positivamente con NK CD56bright.  

 

Forme ad elevata componente infiammatoria (RR e SP) versus forma 

primariamente progressiva (PP) 

La triptamina risulta significativamente più elevata nel gruppo RR+SP rispetto ai pazienti 

PP (KW p = 0.01768), nonostante i valori assoluti siano di entità molto modesta. 

Analogamente, l'indolo-3-carbossaldeide mostra una distribuzione significativamente 

differente tra i gruppi (KW p = 0.03709), con concentrazioni più elevate nelle forme 

Figura 35 
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recidivante-remittente e secondariamente progressiva rispetto alla forma primariamente 

progressiva.  

L'indolo-3-acetamide nel confronto RR vs SP+PP mostra una tendenza non significativa 

(KW p = 0.05827), con valori medi praticamente sovrapponibili tra i gruppi (RR = 0.004, 

SP+PP = 0.004), e non raggiunge la soglia di significatività statistica nominale. 

Nel circos plot relativo a questo confronto, nessuna correlazione inter-blocco supera la 

soglia prespecificata, indicando che le differenze osservate nei metaboliti del triptofano 

tra le forme cliniche non si traducono in pattern di covariazione strutturata con i blocchi 

SCFA e citofluorimetrico a livello multivariato. 

11.2.3 Metaboliti derivati dal microbiota e fenotipo NK in pazienti di 

diversa età  

Per esplorare l'effetto dell'eta' sull'asse microbiota-immunita' innata nella SM, la 

popolazione e' stata stratificata in due sottogruppi estremi: pazienti di eta' inferiore a 40 

anni (n=10) e pazienti di eta' superiore a 60 anni (n=11), escludendo la fascia intermedia 

per massimizzare la separazione biologica. Questo approccio permette di distinguere le 

alterazioni associate all'immunosenescenza da quelle legate alla progressione di 

malattia. 

Pazienti di eta' inferiore a 40 anni versus pazienti di età superiore a 60 

anni 

Fenotipo delle cellule NK: CD57+ e immunosenescenza NK negli Over 60; KLRG1+ e 

CD56bright negli Under 40 

 

  

 

 

 

 

 

  

 

 
Figura 36 
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Nella distribuzione per età (figura 36) e confrontando il gruppo under 40 con il gruppo 

over 60, emergono differenze interessanti nel compartimento delle cellule NK. Il 

marcatore con la maggiore capacità discriminante tra i due gruppi è risultato NK 

KLRG1+, che mostra la differenza statistica più robusta (KW p=0.0003), con valori 

significativamente più elevati nel gruppo più giovane.  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

All'estremo opposto (figura 37), NK CD57+, marcatore consolidato di 

immunosenescenza, risulta più rappresentato nel gruppo anziano, con una mediana 

superiore rispetto agli under 40 (56.161 vs 39.733, KW p=0.0025), dato biologicamente 

atteso e coerente con il progressivo accumulo di cellule NK terminalmente differenziate 

nel corso dell'invecchiamento.  

Figura 37 
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Anche la sottopopolazione (figura 38) NK CD56bright mostra una differenza rilevante  

(KW p=0.0076), con valori più elevati negli under 40 (mediana 11.49 vs 5.948 negli over 

60). Questa osservazione è di particolare interesse, poiché le NK CD56bright rappresentano 

la sottopopolazione funzionalmente più attiva, con spiccate capacità citotossiche e 

immunoregolatorie: la loro riduzione con l'avanzare dell'età si inscrive coerentemente nel 

quadro di contrazione funzionale del compartimento NK associata 

all'immunosenescenza. 

I restanti marcatori analizzati tra cui NKG2A+, NK CD56, NK CD8+, NK CD158a/b/e+, 

NK PD1+, NK CD69+ e NKG2C+ non raggiungono la significatività statistica, con p 

nominali compresi tra 0.47 e 0.88, suggerendo che le differenze legate all'età nel 

compartimento NK siano selettive e non investano uniformemente tutte le 

sottopopolazioni. 

Figura 38 
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Metaboliti del triptofano: la via chinureninica (IDO) è più attiva nei pazienti Over 60  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L’Acido chinurenico (figura 39) raggiunge la significatività statistica ( p=0.0082, 

FDR=0.0574) con mediana superiore negli Over 60 (0.036 vs 0.025), suggerendo una 

maggiore attivazione della via delle chinurenine nel gruppo anziano. 

  

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La L-kinurenina (figura 40) mostra una differenza statisticamente significativa 

(p=0.0453) con mediana più elevata negli Over 60 (2.825 vs 2.081), in linea con una 

maggiore attività dell'enzima indolamina 2,3-diossigenasi (IDO) negli individui anziani.  

Figura 39 

Figura 40 
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Il triptofano risulta superiore negli Under 40 (mediana 62.837 vs 52.382) senza 

raggiungere la significatività (p=0.0903,), suggerendo comunque un trend verso una 

maggiore disponibilità del precursore nei soggetti giovani. 

Gli altri metaboliti del percorso indolico (indossil solfato, 3-OH-L-kinurenina, indolo-3-

carbossaldeide, indolo-3-acetamide, triptamina, serotonina, indolo-3-acido lattico) non 

mostrano differenze rilevanti tra i gruppi (p 0.43–0.98). 

SCFA: Nessuna diJerenza significativa negli SCFA tra le due fasce d’età 
Nessun acido grasso a catena corta raggiunge la significatività statistica nel confronto per 

fascia d'età. Tuttavia, emergono trend descrittivi rilevanti: 

-Esanoico presenta una mediana tendenzialmente superiore negli Under 40 (0.471 vs 

0.425, p=0.2669). 

- 2-metilbutirrico mostra mediana superiore negli Over 60 (0.182 vs 0.142, p=0.241), 

orientato verso il gruppo anziano. 

- Valerico risulta anch'esso tendenzialmente più elevato negli Over 60 (0.108 vs 0.087, 

p=0.3937). 

- Butirrico, propionico e isovalerico non mostrano differenze di rilievo tra i gruppi. 

Nell’analisi multivariata DIABLO, si sono identificati i seguenti dati.  
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Analisi integrativa multiomics: L'esanoico correla negativamente con CD57+ e 
chinurenina, il 2-metilbutirrato con L-chinurenina 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Il sample plot (figura 41) nel vettore di separazione evidenzia una distinzione tra le due 

fasce d'età che risulta più marcata nel blocco citofluorimetrico, con le ellissi di confidenza 

che mostrano una sovrapposizione limitata. Il blocco triptofano presenta una separazione 

modesta ma apprezzabile. Il blocco SCFA mostra invece le ellissi con la maggiore 

sovrapposizione tra i due gruppi, confermando il minor potere discriminante di questo 

blocco rispetto all'età. 

Da rilevare che l'ellisse del gruppo Under 40 risulta considerevolmente più ampia rispetto 

a quella degli Over 60 nel blocco citofluorimetrico, indicando una maggiore eterogeneità 

fenotipica nel gruppo giovane. 

Figura 41 



 86 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Per identificare quali variabili guidano questa separazione, i loading plot (figura 42) 

descrivono i principali contribuenti per ciascun blocco. 

- Blocco triptofano: acido kinurenico e L-kinurenina presentano loading negativi, 

associandosi al gruppo Over 60; triptofano e indolo-3-carbossaldeide presentano invece 

loading positivi, associandosi al gruppo Under 40. 

- Blocco SCFA: esanoico è il contribuente dominante con loading positivo (+0.6) 

orientato verso Under 40; butirrico presenta un loading intermedio nella stessa direzione; 

valerico e 2-metilbutirrico mostrano loading orientati verso Over 60. 

- Blocco citofluorimetrico: NK KLRG1+ e NK CD56bright presentano loading positivi 

fortemente associati agli Under 40; NK CD57+ presenta il loading negativo più marcato, 

associandosi al gruppo Over 60. 

Figura 42 
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Le relazioni funzionali tra questi contribuenti emergono nel circos plot (con cutoff r=0.6) 

rivelando tre assi biologici principali (figura 43): 

L’Esanoico (↑ Under 40) presenta correlazioni negative con NK CD57+ e acido 

kinurenico. NK CD57+ e acido kinurenico sono a loro volta correlati positivamente tra 

loro e risultano entrambi più elevati negli Over 60, delineando un triangolo funzionale 

interessante. 

Il 2-metilbutirrico (↑ Over 60) correla positivamente con L-kinurenina (↑ Over 60), e 

quest'ultima correla negativamente con NK CD56bright (↑ Under 40), suggerendo che 

l'attivazione della via delle chinurenine negli anziani si associa a una riduzione della 

sottopopolazione NK con maggiore capacità regolatoria. 

Figura 43 
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Il Valerico (↑ Over 60) correla positivamente con NK CD69+ e con il triptofano 

(superiore negli under 40). 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Per ampliare questa lettura integrando le correlazioni intra-blocco e le associazioni con 

variabili cliniche, non catturabili dalla soglia del circos plot, è stata generata una matrice 

di correlazione (figura 44) estesa tra SCFA, marcatori NK e parametri clinici (durata di 

malattia, BMI). La matrice di correlazione SCFA–NK–variabili cliniche evidenzia una 

struttura di covariazione interna all'interno di ciascun blocco analitico e alcune 

associazioni interblocco di interesse clinico.  

All'interno del compartimento NK, si osservano correlazioni che riflettono la 

progressione maturativa delle cellule Natural Killer: NK CD56bright correla negativamente 

con NK CD57⁺ (r = −0.57). NK CD56⁺ correla positivamente con NK CD158a/b/e⁺ (r = 

+0.29) e NK PD-1⁺ (r = +0.53), mentre NK CD56bright correla positivamente con NKG2A⁺ 

(r = +0.49). NK PD-1⁺ mostra una correlazione negativa con NKG2C⁺ (r = −0.48). 

All'interno del blocco SCFA, si rileva una struttura di covariazione interna tra gli acidi 

grassi a catena ramificata e lineare: isovalerato correla positivamente con valerato (r = 

Figura 44 
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+0.52) e propionato (r = +0.48); 2-metilbutirrato correla con butirrato (r = +0.40) e 

valerato con butirrato (r = +0.40), indicando che la produzione fermentativa di questi 

metaboliti tende a variare in modo coordinato tra i pazienti. 

Rispetto alla durata di malattia, il butirrato mostra una correlazione positiva significativa 

(r = +0.43, p = 0.023), suggerendo che i pazienti con decorso più prolungato presentino 

livelli plasmatici più elevati di questo acido grasso. In direzione opposta, NK KLRG1⁺ 

correla negativamente con la durata di malattia (r = −0.54), indicando una progressiva 

riduzione di questa sottopopolazione NK a fenotipo terminalmente differenziato e 

citotossico all'aumentare degli anni di malattia. Il 2-metilbutirrato mostra una 

correlazione positiva di entità più modesta con la durata (r = +0.31). Queste associazioni 

non risultano alterate dal BMI, che non mostra correlazioni di rilievo con i parametri 

citofluorimetrici né con gli SCFA (butirrato–BMI: r = −0.07, KW p = 0.74). 

Sul piano inter-omico, il butirrato correla positivamente con NK CD69⁺ (r = +0.26) e NK 

CD8⁺ (r = +0.39), mentre esanoato correla positivamente con NK CD56bright (r = +0.38). 

Il 2-metilvalerato mostra una correlazione positiva con NKG2C⁺ (r = +0.40). 

L'isovalerato correla negativamente con NK CD56bright (r = −0.29), in direzione opposta 

rispetto all'esanoato, suggerendo effetti differenziali dei singoli SCFA sul compartimento 

NK regolatorio. 

11.2.4 Distrubuzione per Sesso 

Per quanto concerne la variabile sesso, solo il blocco citofluorimetrico contribuisce alla 

separazione tra i due gruppi, con CD56, CD57+ e CD8+ come loading principali. Il blocco 

metabolomico sia per gli SCFA che per il triptofano non mostra alcun contributo 

discriminante, con loading pressoché nulli in entrambe le configurazioni analitiche. 

12. Discussione 

Da un singolo prelievo ematico abbiamo ricostruito tre livelli biologici interdipendenti: 

gli acidi grassi a catena corta (SCFA), i metaboliti del triptofano e il fenotipo del 

compartimento NK. La integrazione multi-omica (DIABLO) consente di leggere la SM 

come un asse microbiota–metabolico–immunitario unitario. Da questa tesi emergono 

quattro firme coerenti, qui discusse in sequenza: (i) un'impronta di immunosenescenza 

età-dipendente, che accoppia l'espansione delle NK CD57⁺ a uno shift metabolico IDO–

chinurenina; (ii) una firma proteolitica condivisa dalle forme cliniche progressive, con 
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l'indolo-3-acetamide come hub molecolare; (iii) una firma immuno-metabolica classe-

specifica della terapia Anti-CD20, di tipo fermentativo e triptofano-preservante; (iv) il 

butirrato come hub immunomodulatorio trasversale a tutti i confronti. I limiti 

metodologici dello studio sono discussi nella sezione conclusiva 

12.1 Immunosenescenza NK, metabolismo chinureninico e circolo 

IDO–NK: meccanismi integrati 

Il confronto tra Under 40 e Over 60 rivela un'impronta immunosenescente che coinvolge 

in modo coordinato il compartimento NK e il metabolismo del triptofano. La 

significatività più robusta riguarda NK KLRG1⁺ (p = 0,0003), la cui up-regolazione, sulla 

sottopopolazione CD56bright, è già documentata nella SMRR in fase attiva [62]. La sua 

elevazione negli Under 40 e riduzione negli Over 60 è verosimilmente interpretabile come 

espressione dell'attivazione infiammatoria del compartimento NK in fase di malattia 

attiva, distinta dalla senescenza età-dipendente. Quest'ultima è invece rappresentata in 

modo solido da NK CD57⁺, biomarcatore consolidato di differenziazione terminale e 

senescenza replicativa [59,60], significativamente più elevato negli Over 60 (mediana 

56,16 vs 39,73, p = 0,0025): le cellule CD57⁺ hanno perso la capacità proliferativa e 

rappresentano un pool effettore esaurito che si accumula con l'invecchiamento, riducendo 

progressivamente la plasticità del compartimento NK. I due marcatori delineano 

traiettorie biologiche distinte: CD57⁺ negli Over 60 configura una senescenza replicativa 

consolidata età-dipendente, mentre l'elevazione isolata di KLRG1⁺ negli Under 40, in 

assenza di co-espressione con CD57, non è sovrapponibile a tale fenotipo. Questi dati 

suggeriscono verosimilmente che l'interpretazione di KLRG1 come marcatore di 

senescenza NK richieda cautela in coorti SM eterogenee per fenotipo clinico e fascia d'età 

e che la sua elevazione in soggetti giovani con malattia attiva possa riflettere 

prevalentemente una risposta infiammatoria del compartimento NK piuttosto che 

senescenza replicativa vera. Mentre NK CD56bright, la sottopopolazione con il maggiore 

potenziale regolatorio, si riduce negli over 60 (11,49 vs 5,95, p = 0,0076). Nella SM, la 

riduzione delle CD56bright impoverisce il comparto di sorveglianza innato, poiché queste 

cellule normalmente sopprimono i linfociti T autoreattivi tramite granzima B e NCRs; il 

loro deficit funzionale è già documentato nella malattia attiva [58]  e la presente analisi 

suggerisce che l'invecchiamento ne amplifichi la riduzione quantitativa. 

Sul versante metabolico, acido chinurenico e L-chinurenina sono significativamente più 

elevati negli Over 60 (p = 0,0082 e p = 0,0453 rispettivamente), coerentemente con la 
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maggiore attività basale dell'enzima indolamina 2,3-diossigenasi (IDO) descritta 

nell'invecchiamento. Questo dato non è semplicemente un epifenomeno: L-chinurenina 

attraversa passivamente la BEE [126] e il suo accumulo plasmatico è tradotto, in altri 

studi, in eccitotossicità glutammatergica, attraverso il metabolita a valle acido quinolico 

(agonista NMDA), che alimenta la neurodegenerazione progressiva. La riduzione 

contestuale del triptofano disponibile, aumentato negli Under 40 (mediana 62,8) rispetto 

agli Over 60 (mediana 52,4), si presenta con trend non significativo ma è coerente con la 

deplezione dei triptofani: l'iperattivazione IDO sottrae precursore alla via della serotonina 

e dell'indolo, con ricadute neuroimmunologiche sistemiche [128]. 

In questa sezione emerge dall'integrazione multi-omica: L-chinurenina correla 

negativamente con NK CD56bright nel circos plot, e il 2-metilbutirrico correla 

positivamente con L-chinurenina. Questo pattern configura un circolo di 

immunosenescenza accelerato dal microbiota: la prevalenza di batteri proteolitici negli 

anziani, produttori di acidi grassi ramificati come 2-metilbutirrico, si associa a maggiore 

attivazione IDO e conseguente riduzione della sottopopolazione NK regolatoria. Il 

meccanismo molecolare che connette questi livelli è biologicamente plausibile: la 

chinurenina inibisce direttamente le cellule NK riducendo l'espressione dei recettori 

attivanti NKp46 e NKG2D [160] e può indurne l'apoptosi tramite stress ossidativo ROS-

mediato [159]. La via IDO funge quindi da ponte funzionale tra disbiosi proteolitica e 

collasso del comparto NK regolatorio: un asse non precedentemente documentato con 

dati metabolomici e citofluorimetrici integrati in una singola coorte SM. 

Un meccanismo ulteriore, distinto dall'IDO, merita attenzione: l'esanoico (↑ Under 40) 

correla negativamente con NK CD57⁺ e con l'acido chinurenico. L'acido esanoico è un 

SCFA prodotto dalla fermentazione saccarolitica; comune agli altri SCFA saccarolitici 

oltre all'inibizione HDAC, attiva selettivamente GPR109A con effetti antinfiammatori 

documentati in modelli murini [181]. Nei soggetti giovani della coorte, livelli più elevati 

di esanoico si associano a un compartimento NK meno senescente (CD57⁺ basso) e quindi 

ad una minore attivazione IDO. Tale triangolo: esanoico–CD57⁺–acido chinurenico, 

suggerisce verosimilmente che gli SCFA saccarolitici possano esercitare un effetto anti-

senescenza sul comparto NK non solo attraverso la modulazione delle Treg o dei 

macrofagi, ma anche indirettamente attraverso la soppressione dell'attivazione IDO.  

Sebbene questa relazione richieda conferma sperimentale diretta, rappresenta un’ipotesi 

biologicamente nuova che integra il ruolo degli SCFA nell'immunosenescenza con la via 

triptofano. 
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Sul piano dei correlati clinici, la durata di malattia mostra correlazione positiva con il 

butirrato plasmatico (r = +0,43, p = 0,023), indipendente dal BMI (r = −0,07, p = 0,74). 

Il dato è interpretabile come risposta adattativa compensatoria: con il progredire della 

flogosi e della permeabilità intestinale, la produzione batterica di butirrato aumenterebbe 

come meccanismo di ripristino dell'omeostasi mucosale. Alternativamente, nei pazienti 

con decorso più lungo sopravvivono prevalentemente quelli con microbiota produttore di 

SCFA antinfiammatori, configurando un possibile bias di sopravvivenza selettiva. Sul 

piano inter-omico, le correlazioni di butirrato con NK CD69⁺ (r = +0,26) è coerente con 

la recente dimostrazione che il butirrato potenzia l'attività citotossica delle NK CD56bright 

verso i linfociti T attivati modificando l'accessibilità della cromatina [179], suggerendo 

che l'incremento di butirrato nei pazienti con malattia di lunga durata possa contribuire a 

sostenere il compartimento NK in un quadro di progressiva riduzione della componente 

regolatoria CD56bright. 

 

12.2 Fenotipo clinico e firma del triptofano: indolo-3-acetamide come 

hub molecolare 

Nel confronto tra fenotipi clinici (RR vs SP vs PP), l'indolo-3-acetamide emerge come 

hub molecolare: correla negativamente con SCFA saccarolitici (valerico, propionico) e 

NK CD57⁺, e positivamente con NK CD56bright. Questo asse rispecchia quello identificato 

nella distribuzione per età suggerendo che progressione di malattia e invecchiamento 

immunitario condividano una firma metabolica comune, probabilmente mediata 

dall'impoverimento progressivo dei ceppi microbici produttori di indoli (Ruminococcus 

gnavus, Clostridium sporogenes [133]). 

Triptamina e indolo-3-carbossaldeide sono significativamente più elevate nei gruppi 

RR+SP rispetto alla PP (p = 0,018 e p = 0,037 rispettivamente).  

La riduzione di questi metaboliti indolici nelle forme progressive è coerente con quanto 

osservato in letteratura, in cui i pazienti SM non trattati presentano un profilo della via 

dell'indolo significativamente più alterato rispetto ai soggetti in terapia Anti-CD20 [110]. 

Entrambi i metaboliti operano attivando AhR [153, 154]. La loro riduzione nella SMPP 

inoltre configura un impoverimento della segnalazione AhR intestinale nelle forme 

progressive. Nel circos plot l'indolo-3-acetammide mostra associazioni negative con gli 

SCFA saccarolitici e le cellule NK CD57⁺, e un'associazione positiva con le cellule 

𝐶𝐷56$%&'(). 
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12.3 ERetto della terapia: firma anti-CD20 e fenotipi NK classe-

specifici 

Butirrato, terapia Anti-CD20 e modulazione del compartimento NK 

Uno dei dati più robusti è l'associazione tra terapia Anti-CD20 e livelli plasmatici di acido 

butirrico. I pazienti trattati mostrano concentrazioni di butirrato significativamente più 

elevate rispetto a tutti i gruppi di confronto (vs Other: p = 0,023; vs NT: p = 0,0184; vs 

S1P vs NT: p = 0,0426).  

Parallelamente, il gruppo Anti-CD20 presenta espansione di NK CD69⁺ (3.82% vs 2.1%, 

p = 0,011 vs Other; 3.82% vs 1.96%, p = 0.0102 vs NT) e riduzione di NKG2C⁺ (4,73% 

vs 8,39%, p = 0,014 vs Other). NKG2C⁺ identifica NK adattative indotte da stimolazione 

cronica da infezione di CMV. La sua riduzione nel contesto di deplezione B potrebbe 

riflettere la perdita dello stimolo che alimenta l'espansione di questo sottogruppo.  

Il triptofano plasmatico è significativamente più elevato nel gruppo Anti-CD20 vs NT 

(mediane 60,17 vs 50,43, p = 0,0438). Questo dato è coerente con quanto riportato in 

letteratura, in cui è stato dimostrato, in una coorte prospettica, come i pazienti SM trattati 

con Ocrelizumab presentino, già a 6 mesi dall'inizio della terapia, livelli di triptofano e 

metaboliti indolici significativamente più vicini ai controlli sani rispetto ai pazienti non 

trattati, suggerendo un effetto classe-specifico degli Anti-CD20 sulla preservazione del 

precursore triptofano [110]. Il circos plot identifica un asse correlativo positivo tra NK 

CD69⁺, acido valerico e triptamina. Triptofano correla positivamente con butirrato e 

valerico. Questo pattern configura una firma immunometabolica specifica Anti-CD20: 

preservazione del precursore (Trp), produzione saccarolitica di SCFA 

(butirrato/valerico), attivazione NK precoce (CD69⁺) opposta al profilo Other (L-

chinurenina elevata, BCFA prevalenti, NKG2C⁺ espanso). Questa dicotomia non era stata 

precedentemente documentata e costituisce uno dei risultati di maggiore originalità della 

tesi. È importante contestualizzare questo dato alla luce di quanto riportato in letteratura 

[152] in cui è stato osservato che nella SMRR naïve al trattamento il butirrato plasmatico 

correla positivamente con citochine pro-infiammatorie quali IFN-γ e TNF-α, suggerendo 

che in un contesto di infiammazione acuta attiva il butirrato circolante possa riflettere una 

risposta adattativa piuttosto che un effetto protettivo diretto. In questo contesto, 

l'elevazione del butirrato appare più verosimilmente attribuibile alla ripopolazione di 
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ceppi produttori come Faecalibacterium prausnitzii [106, 109] che a una risposta reattiva 

all'infiammazione in atto. Tuttavia, in assenza di misurazione contestuale delle citochine 

sieriche nello stesso campione, questa distinzione rimane un'ipotesi interpretativa che 

richiede conferma in studi con profilo citochinico integrato. 

 

 

Evidenze fenotipiche NK specifiche per classe terapeutica 

Il confronto tra Anti-CD20, S1P-modulatori e non trattati (NT) rivela pattern NK 

significativamente differenziati per classe terapeutica. I dati mostrano una triade 

fenotipica opposta tra Anti-CD20 e S1P. Il gruppo Anti-CD20 presenta NK CD69⁺ 

elevata (3,82), NKG2A⁺ elevato (38,3) e NK CD8⁺ basso (39,8). Il gruppo S1P presenta 

il pattern inverso: NK CD69⁺ bassa (1,72), NKG2A⁺ basso (24,3) e NK CD8⁺ alto (54,5). 

I NT si collocano in posizione intermedia per tutti e tre i marcatori (CD69⁺: 1,96; 

NKG2A⁺: 32,0; CD8⁺: 48,9; p = 0,0157, 0,0203 e 0,0165 rispettivamente). 

Questa triade non è casuale ma riflette meccanismi d'azione opposti delle due classi. Gli 

S1P-modulatori agiscono tramite downregulation del recettore S1PR sui linfociti, 

determinando il sequestro delle cellule immunitarie nei linfonodi e impedendo la loro 

migrazione verso il SNC [49]. 

Negli anti-CD20 il risultato è un compartimento NK con freno inibitorio conservato 

(NKG2A⁺ alto). Quest'ultimo dato merita una considerazione aggiuntiva: l'elevazione di 

NKG2A⁺ nel gruppo Anti-CD20 è compatibile con un'espansione della componente 

CD56bright immunoregolatoria. Questo dato va letto con cautela: nella SM, i linfociti T 

iper-esprimono HLA-E, il cui eccesso iper-stimola NKG2A sulle stesse CD56bright 

bloccandone l'azione regolatoria [57, 58]. Un NKG2A⁺ elevato potrebbe quindi riflettere 

un compartimento CD56bright numericamente espanso ma funzionalmente soppresso, 

qualora l'infiammazione T-mediata non sia completamente spenta. 

In questo stesso confronto, l'acido butirrico risulta significativamente più elevato nel 

gruppo Anti-CD20 rispetto a NT e S1P (p = 0,0426). L'assenza di elevazione del butirrato 

sotto S1P è coerente con i dati di letteratura che non documentano per gli S1P-modulatori 

un effetto specifico sulla ripopolazione di batteri produttori di butirrato come 

Faecalibacterium prausnitzii, effetto invece descritto per gli Anti-CD20 [106, 109]. Ciò 

rafforza l'ipotesi che l'elevazione del butirrato sia un effetto classe-specifico degli Anti-

CD20 mediato dalla modulazione del microbiota, e non una conseguenza generica del 



 95 

controllo dell'infiammazione. In questo contesto, l'elevazione contemporanea di butirrato 

e NK NKG2A⁺ nel gruppo Anti-CD20 acquisisce un potenziale significato funzionale: se 

da un lato l'asse HLA-E/NKG2A limita la capacità regolatoria delle CD56bright sui linfociti 

T, il butirrato agendo tramite inibizione delle HDAC e rimodellamento della cromatina 

potrebbe verosimilmente rappresentare un effetto endogeno capace di abbassare  la soglia 

di attivazione citotossica delle NK sui cloni T iperattivati, in modo selettivo e 

indipendente dal freno NKG2A-dipendente [178]. 

 

Valerico come discriminante multivariato e gradiente SCFA 

Nel dot plot multivariato del confronto tripartito (Anti-CD20 vs terapia moderata vs NT), 

i due parametri con il contributo discriminante più marcato sono acido valerico e NK 

CD69⁺. Il valerico mostra un gradiente terapeutico coerente: NT (0,064) < Anti-CD20 

(0,129) < terapia moderata (0,186), con p = 0,034. Questo gradiente suggerisce che 

qualsiasi esposizione farmacologica si associ a un profilo SCFA più favorevole rispetto 

all'assenza di terapia, con effetti differenziati per classe: la terapia moderata, associata a 

durata di malattia più lunga (37 mesi vs 23 negli Anti-CD20), mostra valerico più elevato, 

coerentemente con la correlazione positiva tra durata e SCFA. NK CD69⁺ risulta 

similmente elevata in entrambi i gruppi trattati (Anti-CD20: 3,82; moderata: 3,85) rispetto 

ai NT (1,96; p = 0,023), indicando che l'attivazione NK precoce è un effetto di classe delle 

DMT piuttosto che specifico degli Anti-CD20. 

12.4 Il butirrato come hub immunomodulatorio trasversale 

Indipendentemente dai confronti per età, fenotipo clinico e terapia, il butirrato è il singolo 

metabolita con il ruolo immunomodulatorio più ricorrente. Il dato che lo collega alla 

dimensione clinica è la correlazione positiva con la durata di malattia (r = +0,43, p = 

0,023), indipendente dal BMI (r = −0,07, p = 0,74): un'osservazione interpretabile come 

risposta adattativa compensatoria che determina l'aumento della produzione batterica di 

butirrato volto al ripristino dell'omeostasi mucosale con il progredire della flogosi e della 

permeabilità intestinale o, in alternativa, come bias di sopravvivenza selettiva di pazienti 

con microbiota produttore di SCFA antinfiammatori. 

Sul piano inter-omico, il butirrato correla con NK CD69⁺ (r = +0,26) e NK CD8⁺ (r = 

+0,39): coerentemente con il meccanismo HDAC-dipendente già discusso per la terapia 

Anti-CD20 [178], il suo incremento nei pazienti con malattia di lunga durata potrebbe 
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contribuire a sostenere il compartimento NK a fronte della progressiva riduzione della 

componente regolatoria CD56bright. 

Letti insieme, questi dati posizionano il butirrato come hub di convergenza tra i tre assi: 

cresce con la durata di malattia, caratterizza selettivamente la terapia Anti-CD20 e 

accompagna un fenotipo NK precocemente attivato (CD69⁺). 

 

12.5 Considerazioni metodologiche e limiti 

La numerosità campionaria (N = 45) riduce la potenza statistica dei confronti multi-

gruppo e diversi risultati non sopravvivono alla correzione FDR, configurando il lavoro 

come studio pilota. Considerando i diversi età e BMI come fattori confondenti, potrebbe 

essere utile applicare un approccio longitudinale. Sarà inoltre fondamentale validare 

questi risultati in coorti più ampie di pazienti e confrontarli con persone sane delle stesse 

classi di età.  

 

13. Conclusioni 

I risultati di questo studio suggeriscono che nei pazienti con SM l'invecchiamento si 

associa a una ridistribuzione coordinata del compartimento NK verso fenotipi 

differenziati e senescenti, parallelamente a un'attivazione progressiva della via IDO con 

accumulo di L-chinurenina e acido chinurenico. L'integrazione multi-omica ha permesso 

di identificare correlazioni tra questi due piani: metabolico e immunologico. Per quanto 

noto, l'integrazione simultanea della metabolomica degli SCFA, metaboliti del triptofano 

e citofluorimetria NK in una singola coorte SM non è stata precedentemente riportata in 

letteratura. In particolare, l'associazione tra l'asse IDO-kynurenine e il compartimento 

CD56bright, nonché il potenziale ruolo a degli SCFA saccarolitici mediato dalla 

soppressione di IDO, rappresentano ipotesi originali che emergono dall'analisi inter-

omica del presente studio. Sul piano terapeutico, è presente la firma immuno-metabolica 

specifica degli Anti-CD20 con elevazione del butirrato, preservazione del triptofano e 

attivazione NK precoce. Questo suggerisce che questa classe eserciti effetti sul microbiota 

con ricadute sul compartimento NK non riducibili al solo controllo dell'infiammazione, 
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aprendo prospettive per la comprensione dei meccanismi d'azione non convenzionali di 

questi farmaci. 

Nel complesso, i dati supportano l'ipotesi che il microbiota intestinale, attraverso la 

produzione differenziale di SCFA e metaboliti del triptofano, partecipi attivamente alla 

modulazione del compartimento NK e al mantenimento dell'omeostasi immunitaria nella 

SM. La conferma di questi risultati in coorti prospettiche più ampie, con integrazione di 

dati e stratificazione per microbiota basale pre-trattamento, rappresenta una potenziale 

strategia per tradurre queste osservazioni in strumenti di stratificazione clinica e in 

potenziali target terapeutici microbiota-mediati nella Sclerosi Multipla. 

 

14. Abbreviazioni 
2MBA / MB2: Acido 2-metilbutirrico 

3-HAA: Acido 3-idrossiantranilico 

AhR: Aryl Hydrocarbon Receptor 

Arg-1:Arginasi-1 

ATAC-seq: Assay for Transposase-Accessible Chromatin with sequencing 

ATP: Adenosina trifosfato 

BA: Acidi biliari (Bile Acids) 

BCFA: Acidi grassi a catena ramificata (Branched-Chain Fatty Acids) 

BCP: Bone Cancer Pain 

BEE: Barriera emato-encefalica 

BMI: Body Mass Index 

100Breg: Linfociti B regolatori 

BSH: Bile Salt Hydrolases 

BUT: Acido butirrico 

C3G: Cianidina-3-O-glucoside 

cAMP: AMP ciclico 

CDCA: Acido chenodeossicolico 

CIS: Sindrome Clinicamente Isolata 

COX-2: Ciclossigenasi-2 

DCA: Acido desossicolico 

DIABLO: Data Integration Analysis for Biomarker discovery using Latent 
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variable approaches for Omics 

DMT: Disease-Modifying Therapies 

EAE: Encefalomielite Autoimmune Sperimentale 

EBNA: Epstein-Barr Nuclear Antigen 

EBV: Virus di Epstein-Barr 

EDSS: Expanded Disability Status Scale 

FFAR2 / GPR43: Free Fatty Acid Receptor 2 

FFAR3 / GPR41: Free Fatty Acid Receptor 3 

FXR: Farnesoid X Receptor 

GALT: Gut-Associated Lymphoid Tissue 

GPCR: G Protein-Coupled Receptors 

GPR109A / HCAR2: Hydrocarboxylic Acid Receptor 2 

H3K9ac: Acetilazione della lisina 9 dell'istone H3 

HCAR2: Hydrocarboxylic Acid Receptor 2 

HDAC: Istone deacetilasi (Histone Deacetylase) 

HEX: Acido esanoico 

HIAA: Acido idrossiindolo-3-acetico 

HIF1: Hypoxia-Inducible Factor 1 

HLA: Human Leukocyte Antigen 

101IA: Acido 3-indolo acrilico 

IAA: Indolo-3-acido acetico 

IAAld: Indolo-3-acetaldeide 

IDO: Indolamina 2,3-diossigenasi 

IFNG: Interferone gamma 

IL-1β: Interleuchina 1 beta 

IL-6: Interleuchina 6 

IL-8: Interleuchina 8 

IL-10: Interleuchina 10 

IL-17: Interleuchina 17 

IL-23: Interleuchina 23 

IL-33: Interleuchina 33 

iMac: Macrofagi infiammatori 

iNOS: Ossido nitrico sintasi inducibile 

INO: Oftalmoplegia internucleare 
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IPA: Indolo-3-acido propionico 

IS: Standard interno 

KA: Acido chinurenico 

KIR: Killer Immunoglobulin-like Receptor 

KYN: Chinurenina 

LC-MS/MS: Cromatografia liquida accoppiata a spettrometria di massa 

tandem 

LCA: Acido litocolico 

LIPUS: Low-Intensity Pulsed Ultrasound 

LOD: Limite di rilevabilità (Limit of Detection) 

LPC: Lisolecitina 

MAG: Myelin-Associated Glycoprotein 

MBP: Myelin Basic Protein 

MOG: Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein 

102MSNQ-S: Multiple Sclerosis Neuropsychological Questionnaire 

mTOR: mammalian Target Of Rapamycin 

NaB: Sodio butirrato 

NARCOMS: North American Research Committee on Multiple Sclerosis 

NCE: Normalized Collision Energy 

NCR: Natural Cytotoxicity Receptors 

nDMT: Terapie non modificanti la malattia 

NF-κB: Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells 

NK: Cellule Natural Killer 

NLRP3: NOD-like receptor family pyrin domain containing 3 

NMO: Neuromielite Ottica 

NMOSD: Neuromyelitis Optica Spectrum Disorder 

OPC: Oligodendrocyte Precursor Cells 

OTU: Operational Taxonomic Units 

PBMC: Peripheral Blood Mononuclear Cells 

PI3K/Akt: Phosphoinositide 3-kinase / Protein Kinase B 

PIRA: Progression Independent of Relapse Activity 

PLP: Proteolipid Protein 

PPAR-γ: Peroxisome Proliferator-Activated Receptor gamma 

PRM: Parallel Reaction Monitoring 
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PROP: Acido propionico 

QA: Acido quinolico 

RIS: Sindrome radiologicamente isolata 

RLS: Restless Legs Syndrome 

ROR-γ: RAR-related Orphan Receptor gamma 

ROS: Reactive Oxygen Species 

S1PR: Recettore della sfingosina-1-fosfato 

SASP: Senescence-Associated Secretory Phenotype 

SCFA: Short-Chain Fatty Acids 

103SM: Sclerosi Multipla 

SMPP: Sclerosi Multipla Primariamente Progressiva 

SMRR: Sclerosi Multipla Recidivante-Remittente 

SMSP: Sclerosi Multipla Secondariamente Progressiva 

SNC: Sistema Nervoso Centrale 

sPLS-DA: Sparse Partial Least Squares Discriminant Analysis 

STAT1: Signal Transducer and Activator of Transcription 1 

STAT3: Signal Transducer and Activator of Transcription 3 

STAT6: Signal Transducer and Activator of Transcription 6 

TBI: Traumatic Brain Injury 

TCA: Ciclo degli acidi tricarbossilici 

TGF-β: Transforming Growth Factor beta 

TGR5: Takeda G protein-coupled Receptor 5 

TH1: Linfociti T helper di tipo 1 

TH2: Linfociti T helper di tipo 2 

TH17: Linfociti T helper di tipo 17 

TLR4: Toll-Like Receptor 4 

tMac: Macrofagi tollerogenici 

TNF-α: Tumor Necrosis Factor alpha 

TPH1: Triptofano idrossilasi 1 

Tr1: Cellule T regolatorie di tipo 1 

TREC: T-cell Receptor Excision Circles 

Treg: Linfociti T regolatori 

Trp: Triptofano 

TSA: Tricostatina A 
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UDCA: Acido ursodesossicolico 

VAL: Acido valerico 

VDR: Vitamin D Receptor 

104VPT: Vibration Perception Threshold 
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