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OVERVIEW DELLA TESI 
 

L'obesità è una condizione clinica in costante aumento a livello globale che rappresenta uno dei 

principali problemi di salute pubblica del nostro secolo ed è strettamente associata a numerosi fattori 

di rischio cardiovascolari come sindrome metabolica (SM), diabete di tipo 2 (DT2) e steatosi epatica 

non alcool correlata (NAFLD) (Van Gaal LF et al., 2014). I meccanismi molecolari alla base delle 

alterazioni metaboliche dell'obesità sono solo parzialmente compresi e l’insulino-resistenza (IR) è 

stata suggerita come uno degli elementi chiave (Lee BC et al., 2014; Ye J et al., 2014). Nei soggetti 

obesi, l'eccesso energetico si accumula sotto forma di grasso nel tessuto adiposo sottocutaneo (SAT) 

e viscerale (VAT), inducendo cambiamenti morfologici e funzionali degli adipociti, che si 

accompagnano ad uno stato infiammatorio cronico, con conseguente disfunzione dell’organo adiposo 

(Ouchi N et al., 2011; Shoelson SE et al., 2007; Wellen KE et al., 2003). Il VAT disfunzionale 

determina un 'aberrante efflusso di acidi grassi liberi (FFA) e il rilascio in circolo di citochine pro-

infiammatorie in grado di indurre NAFLD, infiammazione sistemica cronica di basso grado ed 

alterazioni del segnale insulinico (Cimini F et al., 2020; Barchetta I et al., 2018; Visser M et al., 1999; 

Kershaw EE et al., 2004; Shi H et al., 2006; Park BJ et al., 2008; Guilherme et al., 2008).  

Il segnale insulinico è molto complesso e non ancora completamente caratterizzato; molti dei 

meccanismi patogenetici noti di IR sono associati ad alterazioni a livello del substrato del recettore 

insulinico IRS-1 (Whitehead JP et al., 1998; Saltiel AR et al., 2001; Kahn BB et al., 2000). Negli 

ultimi anni, lo studio dei fattori coinvolti nella cascata insulinica ha permesso di identificare la 

biliverdina reduttasi-A (BVR-A), tradizionalmente nota per il suo ruolo nella degradazione 

dell’EME, come fattore di regolazione del pathway insulinico a diversi livelli (Songyang et al., 1994; 

Lerner Marmarosh et al., 2005). Inoltre, studi condotti su modelli murini knock-out (KO) per BVR-

A, sottoposti a high fat diet (HFD), mostrano alterazioni del segnale insulinico, scompenso glico-

metabolico ed aumentato accumulo di grasso intra-epatico rispetto ai wild type (Hinds TD et al., 

2016). 

Nel loro insieme questi dati suggeriscono una funzione cruciale di BVR-A nella regolazione del 

segnale insulinico, ma ad oggi non esistono studi condotti sull’uomo volti ad indagare il ruolo di 

BVR-A nell’ambito delle malattie metaboliche correlate all’IR. 

Pertanto, nella prima parte di questa tesi sono state esplorate le alterazioni molecolari del segnale 

insulinico, valutando l’espressione e l’attivazione di BVR-A e delle proteine coinvolte nella cascata 

insulinica in cellule periferiche mononucleate (PBMC) di soggetti obesi con SM rispetto a controlli 

non obesi, comparabili per sesso ed età (Obiettivo I).  
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Inoltre, è stata investigata l’associazione tra i livelli di BVR-A e i parametri molecolari, clinici e 

biochimici (Obiettivo II). 

Infine, sono stati valutati i livelli di espressione di BVR-A nel VAT in relazione alla presenza di 

infiammazione locale e di NAFLD (Obiettivo III). 
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INSULINO-RESISTENZA E PATOLOGIE CORRELATE 
 

L'insulino-resistenza (IR) è una condizione clinica in cui normali livelli di insulina non sono in grado 

di garantire l'omeostasi del glucosio, per cui è necessaria una secrezione insulinica a livelli sovra-

fisiologici per mantenere lo stato euglicemico (Biddinger SB et al., 2006). L' IR è strettamente 

connessa all'obesità e in particolar modo alla disfunzione del tessuto adiposo (TA) (Guilherme A et 

al., 2008). L'eccessivo introito calorico infatti costituisce un fattore di stress del TA in quanto 

modifica i rapporti tra le popolazioni cellulari residenti e stimola l'ipertrofia e l'iperplasia degli 

adipociti, nonché una maggiore adipogenesi (Bastard JP et al., 2006). Questi meccanismi a loro volta 

conducono a disfunzione del TA e ad un aumentato rilascio di acidi grassi liberi (FFA), con 

conseguente aggravamento della resistenza insulinica a livello epatico e muscolare. Gli FFA immessi 

in circolo dal TA raggiungono direttamente il fegato mediante il circolo portale, senza essere prima 

metabolizzati dai tessuti periferici come muscolo scheletrico e cuore (Kim JK et al., 2001); così 

facendo gli FFA in eccesso saturano la capacità ossidativa dei sistemi biologici intraepatici (Bugianesi 

E et al., 2005) e si accumulano come grasso ectopico a livello di organi parenchimatosi, 

principalmente a livello del fegato stesso (Machado MV et al., 2012). Inoltre, l'aumento dei livelli 

sierici di FFA è in grado di inibire il trasporto e la fosforilazione del glucosio all'interno delle cellule 

muscolari scheletriche (Roden M et al., 1996; Roden M et al., 1999); quest'ultimo effetto sembra 

essere mediato dall'attivazione della protein-chinasi C (PKC), a sua volta in grado di interferire con 

il pathway intracellulare del segnale insulinico (Dresner A et al., 1999). Contestualmente si ha una 

riduzione dell'afflusso di sangue agli adipociti con conseguente ipossia ed attivazione di diversi 

meccanismi infiammatori (Cinti S et al., 2005); vengono quindi reclutati a livello del TA mediatori 

dell'infiammazione quali macrofagi M1, neutrofili, linfociti CD8+ e linfociti CD4+ Th1 (D'Ignazio 

L et al., 2016). Queste modificazioni del TA conducono quindi ad un’infiammazione inizialmente 

locale, e successivamente sistemica, che influenza l’insorgenza dell’IR e delle alterazioni metaboliche 

notoriamente correlate all’obesità, quali sindrome metabolica (SM), diabete di tipo 2 (DT2) e steatosi 

epatica non alcool correlata (NAFLD). 
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Obesità e Sindrome Metabolica 

 

L’obesità è una patologia metabolica cronica, ad eziologia multifattoriale, caratterizzata da un 

aumento di peso corporeo conseguente ad eccessivo accumulo di grasso. Nella pratica clinica la 

diagnosi di obesità si basa sulla valutazione del Body Mass Index (BMI), che si calcola dividendo il 

peso del soggetto per il quadrato della sua altezza espressa in metri. Secondo l’OMS (Organizzazione 

Mondiale della Sanità) negli adulti un BMI compreso tra 25 e 29.9 kg/m2 è indice di sovrappeso 

mentre l’obesità è definita da un BMI ≥ 30 kg/m2 (Yumuk V et al., 2015). In particolare, si possono 

distinguere 3 gradi di obesità: 1° grado (BMI 30-34.9 kg/m2), 2° grado (BMI 35-39.9 kg/m2), 3° grado 

(BMI ≥40 kg/m2). Il BMI, benché accurato, è solo una misura approssimativa dell'accumulo di grasso 

corporeo in quanto non tiene conto della differenza tra massa magra e massa grassa e della 

localizzazione topografica del TA. Per ovviare a questo limite e integrare la valutazione del BMI, un 

elemento utile è la misura della circonferenza vita espressa in centimetri, che permette di valutare 

l’entità del grasso addominale e viscerale, definendo quindi la presenza di obesità centrale o androide. 

La distribuzione del TA di tipo androide aumenta il rischio di sviluppare complicanze cardiovascolari, 

sia perchè si associa ad un profilo lipidico alterato (Niederauer CM et al., 2006), sia perché il VAT 

sembra avere maggiori proprietà aterogene, a causa dell’aumentata mobilizzazione di acidi grassi e 

dell’elevata produzione di adipochine infiammatorie (Sherar LB et al., 2011), di cui è responsabile. 

Il valore soglia di circonferenza vita oltre il quale aumenta il rischio di sviluppare patologie correlate 

all’obesità differisce secondo il genere e l’etnia; per la popolazione europea, questo valore è pari a 80 

cm nella donna e a 94 cm nell’uomo (Anjom-Shoae J et al., 2020).  

L'obesità è una malattia metabolica in costante aumento a livello globale e rappresenta ad oggi una 

delle principali cause di disabilità e morte, che colpisce non solo gli adulti ma anche i bambini e gli 

adolescenti (Frühbeck G et al., 2013). I soggetti obesi presentano infatti un rischio significativamente 

aumentato di sviluppare patologie cardiovascolari (Alpert MA et al., 2016; Van Gaal et al., 2014), 

IR e DT2 (Chobot A et al., 2018), NAFLD (Machado MV et al., 2006) e altre patologie quali cancro 

(Louie SM et al., 2013), sindrome delle apnee ostruttive notturne (Mokhlesi B et al., 2010) e 

deterioramento cognitivo (Misiak B et al., 2012). In particolare, un’ampia metanalisi che includeva 

cinquantasette studi prospettici e un totale di 900.000 partecipanti, soprattutto del Nord America e 

dell’Europa dell’ovest, ha dimostrato che ad ogni aumento di BMI di 5 Kg/m2 corrisponde un 

aumento della mortalità globale del 30%, della mortalità vascolare di circa il 40% , della mortalità 

legata al DT2, a cause epatiche e renali del 60-120%, della mortalità per neoplasia del 10% e della 

mortalità legata a patologie respiratorie del 20% (PSC Lancet 2009). Questa metanalisi ha inoltre 
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dimostrato che soggetti obesi con BMI compreso tra 30 e 35 kg/m2 presentano una riduzione della 

sopravvivenza media di 2-4 anni, che aumenta fino a 8-10 anni nei soggetti obesi con BMI tra 40-45 

kg/m2 (PSC Lancet 2009). Nel 2014 circa 1.9 miliardi di persone erano sovrappeso e di queste circa 

600 milioni erano obese; in assenza di strategie di prevenzione efficaci, ci si aspetta che il 60% della 

popolazione mondiale sarà in sovrappeso o obesa entro il 2030. Secondo il rapporto 

“Osservasalute2017” dell’Istituto Superiore di sanità, in Italia, nel 2016, più di un terzo della 

popolazione adulta (35,5%) era in sovrappeso, mentre una persona su dieci era obesa (10,4%); 

complessivamente, il 45,9% dei soggetti di età ≥18 anni appariva in eccesso ponderale.  

La comprensione delle cause e delle modalità attraverso cui il sovrappeso e l’obesità si stanno 

diffondendo così rapidamente è oggetto di una sempre maggiore attenzione da parte di studiosi ed 

esperti. La comunità scientifica è concorde nel riconoscere l’esistenza di una patogenesi 

multifattoriale dell’obesità, in cui fattori genetici, fisiologici, metabolici, comportamentali e 

psicosociali agiscono simultaneamente. Per quanto riguarda la componente genetica, è interessante 

notare come diversi studi abbiano dimostrato un’elevata incidenza di obesità nei figli di genitori obesi 

o in sovrappeso (Serdula et al., 1993; Whitaker et al., 1997). Negli ultimi anni sono state utilizzate 

diverse strategie per consentire l’identificazione dei determinanti genetici dell’obesità e gli studi di 

associazione genome-wide hanno consentito di identificare nel genoma umano numerosi loci collegati 

allo sviluppo di obesità (Goodarzi MO, 2018) Ad oggi, il gene più fortemente e frequentemente 

connesso allo sviluppo di obesità nell’uomo è il gene FTO ( Fat mass and obesity-associated gene) 

presente sul cromosoma 16; alcuni polimorfismi del gene correlano con un aumento di circa il 20-

30% del rischio di obesità (Scuteri A et al., 2007; Frayling TM et al., 2007) e con valori di 

circonferenza vita, peso e BMI maggiori rispetto ai soggetti non portatori delle varianti (Oyeyemi BF 

et al., 2017). Esistono poi delle rare forme di obesità monogenica, particolarmente gravi e 

generalmente ad esordio precoce, causate da mutazioni di singoli geni, che rappresentano da sole 

circa l’1% di tutte le forme di obesità (Kumar S et al., 2017). Le più importanti sono causate da 

mutazioni a carico dei geni della leptina e del suo recettore (Fairbrother U et al., 2018), della 

proopiomelacortina (Shabana et al., 2016), di MC3R (Lee YS et al., 2002) e MC4R (Vaisse C et al., 

1998; Yeo GS et al., 1998; Chambers JC et al., 2008). Per quanto riguarda invece i fattori 

comportamentali, la cattiva condotta alimentare e la scarsa attitudine all’esercizio fisico tipiche delle 

società altamente industrializzate, hanno contribuito senza dubbio all’aumento della prevalenza del 

sovrappeso e dell’obesità.  

L’aumento dell’incidenza globale dell’obesità ha comportato un parallelo aumento dell’incidenza di 

sindrome metabolica (SM), condizione clinica strettamente associata alla presenza di IR (Eckel RH 

et al., 2005).  
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La SM è una condizione clinica caratterizzata da un insieme di fattori di rischio cardiovascolari 

altamente correlati e viene diagnosticata in soggetti con almeno tre anomalie metaboliche tra: obesità 

centrale (circonferenza vita > 102 cm nell’uomo e > 88 cm nella donna), ipertrigliceridemia 

(trigliceridi > 150 mg/dl), ridotti livelli di colesterolo HDL (< 40 mg/dl nell’uomo, < 50 mg/dl nella 

donna), ipertensione arteriosa (PAS ≥ 130 mmHg, PAD ≥ 85 mmHg) e alterata regolazione del 

metabolismo glucidico (glicemia a digiuno ≥ 110 mg/dl) (NCEP-ATP III, 2001). Nel 2005 

l’International Diabetes Federation (IDF) ha proposto una propria definizione di SM che pone 

l’obesità viscerale come elemento essenziale, a cui si aggiungono altri due criteri (ipetrigliceridemia, 

basso colesterolo HDL, ipertensione, iperglicemia e diabete). A tutt’oggi non è possibile riuscire a 

stimare correttamente e precisamente la prevalenza globale di SM e delle sue complicanze poiché la 

variabilità interindividuale e di genere e la variabilità legata all’etnia e all’età rendono difficile la 

standardizzazione dei criteri diagnostici. L'indagine NHANES (National Health and Nutrition 

Examination Survey) ha stimato che la prevalenza della SM sia pari al 5% tra i soggetti di normopeso, 

al 22% tra i soggetti in sovrappeso ed al 60% tra i soggetti obesi (Park YW et al., 2003). Inoltre, la 

prevalenza aumenta ulteriormente con l'età, essendo del 10% negli individui tra i 20 ed i 29 anni, del 

20% negli individui di età compresa tra i 40 ed i 49 anni e del 45% negli individui di età compresa 

tra i 60 ed i 69 anni (Ford ES et al., 2002). L’insieme delle alterazioni metaboliche che si verificano 

nei soggetti con SM, aumentano sia il rischio di sviluppare DT2 che il rischio di sviluppare eventi 

cardiovascolari maggiori (Gami AS et al., 2007), ictus ischemico (Air EL et al., 2007), steatosi 

epatica non alcol correlata (NAFLD) (Lidofsky SD, 2008) e tumore del colon (Giovannucci E, 2007).  

Sebbene la patogenesi della SM non sia stata ancora completamente chiarita, è stato ampiamente 

dimostrato lo stretto legame con la condizione di IR, a sua volta causata da alterazioni ancora non del 

tutto chiarite del meccanismo d’azione dell’insulina.  

Fisiologicamente l’insulina svolge le sue attività biologiche attraverso il legame con il proprio 

recettore, rappresentato da una tirosin-chinasi espressa sulla membrana di tutte le cellule dei 

mammiferi, sia nei tessuti "target" dell'insulina, quali fegato, muscolo scheletrico e TA, sia in altri 

tessuti, quali l'endotelio (Artunc F et al., 2016). Il legame dell'insulina con il recettore determina non 

solo l'auto-fosforilazione di quest'ultimo ma anche la fosforilazione di altre proteine intracellulari, 

con conseguente propagazione del segnale insulinico. Fisiologicamente si ha l’attivazione di due vie 

di segnalazione intracellulari: la via della fosfoinositolo-3-chinasi (PI3-chinasi) e la via della protein-

chinasi associata ai microtubuli (MAPK). Queste due vie mediano meccanismi fisiologici diversi 

(Figura 1).  
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Figura 1 – Funzionamento delle vie di trasduzione del segnale mediate dall'insulina. 

             Modificata da Artunc F. et al., Nature Reviews Nephrology 12, 721–737 (2016) 

 

L'attivazione della via della PI3-chinasi svolge un azione gluco-sensibilizzante e vasodilatatrice 

insulino-mediata, stimolando sia la captazione di glucosio da parte dei tessuti bersaglio (Shepherd PR 

et al., 1998) che la produzione di ossido nitrico a livello endoteliale (Zeng G et al., 2000), mentre la 

via della MAP-chinasi svolge un ruolo principalmente pro-aterogeno essendo coinvolta nella 

proliferazione e nella crescita delle cellule muscolari lisce, nella migrazione dei monociti (Sasaoka T 

et al., 1996) e nell’espressione dell’inibitore dell’attivatore del plasminogeno con conseguente effetto 

pro-trombotico (Takeda K. et al., 2001).  Nella condizione di IR si determina un difetto selettivo a 

carico della sola via della PI3-chinasi. Ciò determina uno sbilanciamento nella segnalazione post-

recettoriale a favore della via della MAP-chinasi, che potrebbe essere responsabile delle complicanze 

endoteliali e vascolari che si verificano in tale condizione clinica.  

Le conseguenze dell'IR sono riscontrabili principalmente a livello di fegato, tessuto muscolare e TA, 

con effetti sfavorevoli a carico di tutto l’organismo. I meccanismi patogenetici qui descritti sono 

illustrati dettagliatamente nella Figura 2. 
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Figura 2 - Patogenesi dell’insulino-resistenza. 

Modificata da Eckel et al., Lancet 365, 1415–1428 (2005) 

 

A livello epatico, la ridotta sensibilità insulinica degli epatociti si traduce nella perdita dell’inibizione 

insulino-dipendente della glicogenolisi e della gluconeogenesi e nella contestuale inibizione della 

glicogeno-sintesi; ne consegue un aumentato rilascio epatico di glucosio. 

A livello muscolare, l’IR determina la riduzione della traslocazione insulino-mediata del trasportatore 

del glucosio “GLUT4” dal citoplasma alla membrana plasmatica, diminuendo la captazione 

muscolare del glucosio e determinando scarsa capacità del miocita di utilizzare e immagazzinare il 

glucosio sotto forma di glicogeno (De Fronzo RA et al., 2009). Questo meccanismo è alla base 

dell’iperglicemia postprandiale nei soggetti affetti da DT2.  

A livello del TA, l’IR determina un aumento della lipolisi cui consegue un incremento del flusso di 

FFA in circolo. Inoltre, in condizioni di IR, l'attività enzimatica della lipoprotein-lipasi (LPL) è 

rallentata. Questo enzima ha la funzione di idrolizzare i trigliceridi provenienti dalle lipoproteine 

VLDL e di produrre acidi grassi e glicerolo, che potranno successivamente entrare nelle cellule 

https://it.wikipedia.org/wiki/Idrolisi
https://it.wikipedia.org/wiki/Trigliceridi
https://it.wikipedia.org/wiki/Lipoproteina
https://it.wikipedia.org/wiki/Lipoproteina
https://it.wikipedia.org/wiki/Acidi_grassi
https://it.wikipedia.org/wiki/Glicerolo
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cardiache e muscolari scheletriche per essere ossidati tramite beta ossidazione, oppure raggiungere il 

TA per essere risintetizzati in trigliceridi ed essere accumulati. L'inibizione della LPL che si verifica 

nella condizione di IR contribuisce ulteriormente alla mobilizzazione di FFA. 

 

 

Disfunzione del tessuto adiposo e IR 
 
In condizioni di eccesso calorico cronico, il TA va incontro ad alterazioni istopatologiche tipiche 

costituite da ipertrofia e iperplasia degli adipociti, infiltrazione macrofagica e linfocitaria, alterata 

vascolarizzazione del tessuto con conseguente ipossia tissutale e necrosi adipocitaria (Pasarica M et 

al., 2009; Pellegrinelli V et al., 2016), cui segue l’instaurarsi di uno stato di infiammazione cronica 

locale e sistemica in grado di influenzare l’insorgenza dell’IR (Wilcox G, 2005). Il TA disfunzionale 

è infatti responsabile di un’aberrante lipolisi sia a digiuno che nel periodo post-prandiale con 

conseguente aumento dell’immissione in circolo di FFA e produzione di numerose citochine pro-

infiammatorie in grado di interferire con il pathway di segnalazione insulinica, diminuendo la 

sensibilità periferica all’ormone (Xu H et al., 2003); le più importanti e maggiormente studiate sono 

TNF-α, IL-6, IL-8 e WISP-1.  

In particolare, il TNF-α, prodotto dai macrofagi, agisce mediante due meccanismi (Hacker H et al., 

2006). In primo luogo, attraverso il legame con recettori specifici (TNFRs) presenti sugli adipociti 

attiva il pathway mediato da NF-κB; tale via di segnale intracellulare controlla l'espressione di 

molteplici geni coinvolti nell'infiammazione e nell'apoptosi. In secondo luogo, TNF-α stimola la 

lipolisi (Porter MH et al., 2002). Gli FFA rilasciati dagli adipociti apoptotici e necrotici sono in grado 

di agire in modo autocrino sugli adipociti vicini legando il recettore TLR4 ed attivando il pathway 

NF-κB (Oeckinghaus A et al., 2011). A livello molecolare, il TNFα aumenta la fosforilazione dei 

residui di serina di IRS-1 e riduce l'espressione di GLUT4, contribuendo così all’IR (Saltiel et al., 

2001; Kahn et al., 2000). È da sottolineare, tuttavia, che tentativi di inibizione del TNF-α nell’uomo, 

attraverso l’utilizzo di anticorpi anti-TNF-α non hanno apportato significativi aumenti della 

sensibilità insulinica (Blüher M, 2014).  

L’IL-6 sembra avere una duplice funzione, dipendente dal tessuto e dallo stato metabolico. Nel 

muscolo scheletrico, durante l'esercizio fisico, agisce per aumentare l'uptake di glucosio, 

determinando ipertrofia muscolare e miogenesi con conseguente aumento dell'ossidazione degli acidi 

grassi AMPK-mediata; possiede inoltre attività antinfiammatoria (Starkie R et al., 2003; Kelly M et 

al., 2004). Nel TA e nel tessuto epatico, IL-6 è invece indicata come un adipochina pro-

infiammatoria. A tal proposito, IL-6 aumenta la resistenza all'insulina promuovendo l'attivazione di 

https://it.wikipedia.org/wiki/Beta_ossidazione
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SOCS3, proteina intracellulare in grado di compromettere la cascata di fosforilazioni che media il 

segnale insulinico inibendo la fosforilazione di IRS1 (Senn JJ et al., 2002; Senn JJ et al., 2003; Rotter 

V et al., 2003).  Inoltre, IL-6 correla positivamente con l'aumento del peso corporeo e con la quota di 

FFA circolanti (Fried SK et al., 1998) mentre, la perdita di peso determina una riduzione dei livelli 

sierici di IL-6 (Bastard JP et al. 2000; Ziccardi P et al. 2002). 

IL-8 è una citochina pro-infiammatoria secreta da diversi tipi cellulari quali adipociti, macrofagi, 

linfociti T, cellule endoteliali ed epiteliali (Remick DG, 2008; Baggiolini M et al., 1992) ed 

identificata più recentemente come vera e propria adipochina (Cimini FA et al., 2017). IL-8 promuove 

l'espressione del suo stesso mRNA all'interno degli adipociti e sembra agire su di essi mediante un 

meccanismo autocrino (Kobashi C et al., 2009). Studi in vitro hanno dimostrato un effetto inibitorio 

dell’IL-8 sulla via di segnale intracellulare attivata dall'insulina; questa inibizione è mediata dalla 

capacità dell’IL-8 di impedire la fosforilazione di Akt. IL-8, quindi, sarebbe non solo coinvolta nel 

mantenimento dell’infiammazione, ma contribuirebbe direttamente a determinare l’IR, osservabile 

nelle malattie metaboliche (Kobashi C et al., 2009). Il nostro gruppo di ricerca ha inoltre dimostrato 

che la presenza di elevati livelli circolanti di IL-8, che si riscontra in pazienti affetti da DT2, è 

associata ad un pattern infiammatorio sistemico sfavorevole, caratterizzato da aumentati livelli sierici 

di TNFα ed IL-6 e diminuiti livelli sierici di adiponectina e vitamina D, responsabile di un profilo 

glicemico e lipidico peggiore (Cimini FA et al., 2017).  

Recenti studi hanno dimostrato che WISP-1 (WNT1 inducible signaling pathway protein 1) è 

un’adipochina rilasciata in circolo da adipociti differenziati e positivamente associata a marcatori di 

infiammazione del TA quali IL-6 e TNF-  (Murahovschi V et al., 2015). WISP-1 è una proteina

associata alla matrice extracellulare, anche conosciuta come CCN4, e un bersaglio della cascata di 

segnalazione di WNT1. È stata identificata per la prima volta in linee cellulari tumorali, dove 

interviene sulla proliferazione e sullo sviluppo cellulare (Pennica D et al., 1995) e la sua iper-

espressione è inoltre associata a malattie infiammatorie e fibrosi (Zhang Q et al., 2016; Berschneider 

B et al., 2014; Tao H et al., 2016). Inoltre, Murahovschi e collaboratori hanno dimostrato che la sua 

espressione è significativamente aumentata nei soggetti con IR del TA e diminuisce in seguito alla 

riduzione del peso (Murahovschi V et al., 2015). Infine, livelli circolanti di WISP-1 risultano 

aumentati anche in altre condizioni associate ad IR, come il diabete gestazionale e la sindrome 

dell'ovaio policistico (Sahin Ersoy G et al., 2017; Sahin Ersoy G et al., 2017). 
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Diabete di tipo 2 

 

Il diabete di tipo 2 (DT2) è una malattia metabolica cronica caratterizzata dall'associazione, in misura 

variabile, di IR e deficit relativo della secrezione insulinica (American Diabetes Association, Diabetes 

Care 2017). Rappresenta il 90-95% dei casi di diabete ed interessa più di 400 milioni di individui in 

tutto il mondo, numero che sembra essere destinato a raddoppiare nel 2035 (Guariguata L et. al, 

2014); in Italia la prevalenza del diabete ha superato il 5,3% (ISTAT, Annuario Statistico Italiano 

2016). 

Il DT2 è una patologia eterogenea a patogenesi multifattoriale, che riconosce quindi una base genetica 

sulla quale agiscono fattori acquisiti e/o ambientali. L'importanza della componente genetica è 

dimostrata dalla maggiore concordanza di sviluppo della malattia nei gemelli monozigoti 

(concordanza pari al 90%) rispetto a quelli dizigoti (concordanza pari al 30-50%). Inoltre, familiari 

di primo grado di pazienti diabetici hanno un aumento di 2-4 volte del rischio di sviluppare la malattia.  

Il DT2 deve essere considerato una malattia poligenica (Prasad RB et al., 2015); a tal proposito, 

diversi geni, quali quelli codificanti per i trasportatori del glucosio (GLUT 1, 2 e 4), per il recettore 

insulinico e per l’insulina stessa, sono stati chiamati in causa per spiegare il determinismo della 

malattia in maniera differente nei differenti individui (Gaulton KJ et al., 2015; Basile KJ et al., 2014; 

Morris AP et al., 2012) 

Lo stile di vita occidentale, caratterizzato da eccessivo introito calorico e sedentarietà, e 

l'urbanizzazione dei Paesi in via di sviluppo, che ha portato cambiamenti drammatici nelle abitudini 

alimentari anche in queste zone un tempo a minor prevalenza di DT2, ha aumentato notevolmente i 

fattori di rischio per lo sviluppo di malattie metaboliche. L'eccesso ponderale, la localizzazione 

prevalentemente centrale dell’adipe, la dieta iperlipidica, la scarsa attività fisica, il fumo di sigaretta 

e l'assunzione di farmaci quali glucocorticoidi, diuretici tiazidici e beta-bloccanti, sono infatti tutte 

condizioni in grado di ridurre la sensibilità insulinica (Guariguata L et al., 2014).  

Infine, la presenza di uno stato infiammatorio cronico di basso grado sembra essere un fattore di 

rischio indipendente per lo sviluppo di DT2. Alcuni studi hanno dimostrato che aumentati livelli 

basali di citochine pro-infiammatorie (Spranger J et al., 2003), di chemochine (Herder C et al., 2005) 

e di altri marcatori indiretti di infiammazione come fibrinogeno, acido sialico e attivatore tissutale 

del plasminogeno-1 (Duncan BB et al., 2003; Festa A et al., 2002) correlano con l’incidenza di DT2, 

indipendentemente dal grado iniziale di IR e obesità. In particolare, la diagnosi di DT2 si associa ad 

aumentati livelli circolanti di interleuchina-1β (IL-1β), IL-6, TNF-α e proteina C reattiva (PCR), che 
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rappresenta il principale predittore di malattia cardiovascolare nei soggetti affetti da DT2 (Donath 

MY et al., 2011; Makki K et al., 2013). 

L’IR e la disfunzione β cellulare sono i principali fattori fisiopatologici alla base del DT2 (Taylor et 

al., 2013), sebbene queste alterazioni contribuiscano in tempi diversi allo sviluppo della malattia 

conclamata. Nella storia naturale del DT2, l'IR è presente anni prima che le alterazioni a carico del 

metabolismo glucidico siano visibili. In questa fase, una normale omeostasi glicemica è mantenuta 

grazie ad un aumento della secrezione di insulina da parte delle cellule β pancreatiche; tuttavia, con 

il passare del tempo, la funzione β cellulare viene progressivamente meno. Quando le cellule β 

divengono incapaci di soddisfare le elevate richieste imposte dall'IR, compare una prima fase di 

ridotta tolleranza ai carboidrati, seguita dallo sviluppo della malattia conclamata (Figura 3).  

I meccanismi patogenetici alla base dell’IR e i suoi effetti a livello dei principali organi insulino-

sensibili sono stati descritti in dettaglio nel primo paragrafo.  

 

 

 

Figura 3 – Storia naturale del DT2. 

Modificata da Tobin et al., Int J Clin Pract, 66, 1147–1157 (2012) 
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La steatosi epatica associata a malattia metabolica: da NAFLD a MAFLD 

 

La steatosi epatica non-alcol correlata (Non-Alcolic Fatty Liver Disease, NAFLD) fa riferimento ad 

un ampio spettro di condizioni clinico-istologiche caratterizzate da accumulo intra-epatocitario di 

trigliceridi, con possibile evoluzione dalla steatosi semplice alla steatoepatite (Non-Alcolic 

SteatoHepatitis, NASH) con una componente fibrosa più o meno rilevante fino alla cirrosi e 

all’epatocarcinoma (McCullough AJ et al., 2004; Farrell GC et al., 2006; Bhala N et al., 2011; Angulo 

P et al., 2002). Gli studi condotti negli ultimi 20 anni hanno mostrato chiaramente che la NAFLD è 

la manifestazione epatica di un disordine metabolico sistemico e ultimamente un gruppo di esperti 

internazionali ha proposto di modificarne il nome in MAFLD (Metabolic Associated Fatty Liver 

Disease) (Eslam M et al., 2020). La diagnosi di MAFLD richiede la presenza di steatosi epatica 

accompagnata da almeno una tra le seguenti anomalie metaboliche: sovrappeso/obesità, diabete di 

tipo 2 (DT2) o evidenza di disfunzione metabolica (Eslam M et al., 2020).  

La MAFLD è la più frequente patologia epatica cronica nel mondo e rappresenta oggi un problema 

di salute pubblica (Loomba R et al., 2013); la sua incidenza è notevolmente aumentata negli ultimi 

decenni, parallelamente alla crescente prevalenza di obesità e DT2. Nei Paesi Occidentali è presente 

nel 20-30% della popolazione generale (Chalasani N et al., 2012) e aumenta drammaticamente nei 

soggetti dismetabolici, fino a raggiungere il 69% nei soggetti affetti da DT2 e oltre il 90% nei soggetti 

con obesità severa (Chalasani N et al., 2012).  

La biopsia epatica rappresenta il metodo diagnostico più accurato per differenziare la steatosi 

semplice dalla NASH e per stabilire la severità del danno epatico e la presenza di fibrosi, sebbene 

l’elevata invasività di tale metodica, accompagnata da un aumento del rischio di morbilità e mortalità 

e dagli elevati costi, non ne renda possibile l’utilizzo come metodo di screening nella popolazione 

generale (Chalasani N et al., 2012; Wieckowska A et al., 2008). Per ovviare a questo problema, nella 

pratica clinica è quindi utilizzato il dosaggio delle transaminasi epatiche (AST, aspartato-transferasi 

e ALT, alanina-transferasi) (Wieckowska A et al., 2007), sebbene così facendo si rischi di 

sottostimare la reale presenza di danno epatico, poiché in circa il 50% dei pazienti con MAFLD i 

livelli ematici di ALT e AST risultano nella norma (Bellentani S et al., 2010). Inoltre, uno studio 

condotto da Mofrad e collaboratori ha dimostrato che il quadro istologico epatico caratteristico della 

MAFLD è visibile in pazienti con normali livelli plasmatici di ALT (Mofrad P et al., 2003); 

generalmente un rapporto AST/ALT >1 è in grado di predire la severità dell’accumulo intra-epatico 

di grasso e la presenza di fibrosi in stadio avanzato (Angulo P et al., 1999). La tecnica d’imaging non 
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invasiva più comunemente utilizzata è l’ultrasonografia; il riscontro di iperecogenicità del 

parenchima epatico è indice della presenza di steatosi. Tuttavia, la sensibilità di questo strumento 

diagnostico è fortemente influenzata dall’infiltrazione intra-epatica di grasso e diminuisce 

drasticamente quando questa è minore o uguale al 30%. Inoltre, in presenza di obesità severa la 

sensibilità di tale metodica è inferiore al 40%, probabilmente a causa di difficoltà tecniche nella sua 

esecuzione (Wieckowska A et al., 2007).  

Il meccanismo patogenetico principale implicato nello sviluppo di MAFLD è rappresentato dall’IR 

(Bhala N et al., 2011; Brunt EM et al., 1999). La MAFLD è infatti considerata l’epifenomeno epatico 

della sindrome metabolica, attribuibile all’aberrante lipolisi a livello del TA insulino-resistente con 

conseguente incremento del flusso di FFA al fegato. Gli FFA in eccesso saturano i sistemi biologici 

ossidativi intraepatici (Bugianesi E et al., 2005) e si accumulano come grasso ectopico a livello di 

organi parenchimatosi, principalmente a livello del fegato stesso, portando allo sviluppo di steatosi 

(Machado MV et al., 2012). A livello epatico, inoltre, l’IR determina accumulo dei trigliceridi 

promuovendone la sintesi de novo (Browning JD et al., 2004). L’iperinsulinemia determina d’altro 

canto un ridotto efflusso dei trigliceridi e un contestuale aumento della sintesi degli acidi grassi, 

sopprime la produzione epatica di glucosio e ne incrementa l’uptake (Evans RM et al., 2004). Tutte 

queste alterazioni interferiscono con la fosforilazione del recettore insulinico (Schattenberg JM et al., 

2005), contribuendo quindi all’IR. 

La teoria patogenetica più accreditata per spiegare l’insorgenza della MAFLD è stata proposta da Tilg 

e Moschen (Tilg H et al., 2010) ed è rappresentata dall’ipotesi dei “mutiple parallel hits”. Secondo 

questa teoria, la deposizione intra-epatocitaria dei trigliceridi rappresenta il “first hit” e determina 

alterazioni metaboliche e molecolari che rendono il fegato sensibile all’insulto di ulteriori fattori, che 

agiscono sinergicamente e parallelamente nel determinare la progressione del danno epatico dalla 

steatosi semplice allo sviluppo di infiammazione, fino ad arrivare alla fibrosi e al quadro 

istopatologico della NASH (Day CP et al., 1998; Farrell GC et al., 2006). L’accumulo dei lipidi e 

l’esposizione prolungata agli FFA sono infatti in grado di promuovere la produzione di radicali liberi 

dell’ossigeno (ROS), la risposta cellulare allo stress ossidativo e il rilascio di numerose citochine pro-

infiammatorie. Inoltre, la perossidazione degli FFA indotta dalla presenza di ROS determina un danno 

diretto a carico degli epatociti, perpetuando il processo infiammatorio.  
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BILIVERDINA REDUTTASI A 
 

La biliverdina reduttasi (BVR) è un enzima ubiquitario del corpo umano, localizzato prevalentemente 

nei macrofagi, nel fegato e nella milza. Questo enzima è tradizionalmente conosciuto per il suo ruolo 

nel pathway di degradazione dell’EME, dove converte la biliverdina in bilirubina. Se ne conoscono 

due isoforme, biliverdina reduttasi A (BVR-A) e B (BVR-B), entrambe codificate dallo stesso gene. 

BVR-B è l’isoforma espressa principalmente durante la vita embrionale mentre la BVR-A 

rappresenta la forma espressa dopo lo sviluppo fetale (O’ Brien L et al., 2015). BVR riduce il doppio 

legame dell’anello pirrolico della biliverdina permettendone l’apertura; questa reazione consuma una 

molecola di NADPH e produce una molecola di bilirubina e una molecola di NADP+. Il sito catalitico 

dell’enzima si trova nella sua porzione C-terminale (Kutty RK et al., 1981).  

I siti di legame presenti negli isoenzimi BVR consentono una vasta gamma di interazioni con diversi 

mediatori appartenenti a vie di segnale metabolicamente importanti, come protein-chinasi, molecole 

dell’infiammazione e la chinasi associata al recettore insulinico.   

BVR è stata inoltre studiata in virtù della sua capacità di traslocare nel nucleo cellulare e fungere da 

fattore di trascrizione per diversi geni coinvolti nella risposta allo stress ossidativo (Ahmad Z et al., 

2002; Tudor C et al., 2008). La sua porzione C-terminale comprende infatti il dominio basic-leucine-

zipper (bZiP), la sequenza di localizzazione nucleare (NLS) e le sequenze di esportazione nucleare 

(NES) che sono necessarie per la traslocazione nel nucleo e il legame alle regioni regolatorie del DNA 

(Tudor C et al., 2008; Ahmad Z et al., 2002). 

 

Ruolo di BVR-A nel segnale insulinico 
 

L’analisi della struttura primaria e secondaria di BVR-A ha permesso di identificarne l’attività di 

proteina regolata da tirosin-chinasi (Kikuchi A et al., 2001).  

La struttura amminoacidica di BVR include la sequenza Y198MKM che nelle proteine substrato del 

recettore insulinico (IRS) funge da sito di legame per altre proteine che fanno parte del messaggio 

insulinico, come PI3K (Songyang Z et al., 1994).  

Uno studio condotto da Lerner-Marmarosh e collaboratori ha dimostrato che la BVR-A è substrato 

della chinasi associata al recettore insulinico (IRK) (Lerner-Marmarosh N et al., 2005). A tal 

proposito, studi in vitro hanno dimostrato che in presenza di IRK, l’attivazione di BVR-A è 

rintracciabile dopo circa 1h di osservazione e aumenta gradualmente fino a 4 ore; il periodo di latenza 

necessario all’attivazione di BVR-A riflette il tempo necessario all’attivazione di IRK (Lerner-
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Marmarosh N et al., 2005). Inoltre, tramite l’utilizzo di anticorpi anti-residui di fosfotirosina, lo stesso 

studio ha dimostrato che la BVR-A viene fosforilata su specifici residui di tirosina; il trattamento 

delle colture cellulari con IRK aumentava il legame di BVR-A agli anticorpi mentre l’utilizzo di un 

inibitore delle chinasi come EDTA lo diminuiva (Lerner-Marmarosh N et al., 2005).  

L’analisi western-blot ha identificato il residuo di tirosina in posizione 198 (Y198) come principale 

target della fosforilazione di BVR-A ad opera di IRK; tuttavia mutazioni puntiformi a carico di questo 

sito, sebbene riducessero l’attivazione di BVR-A di circa il 70 % rispetto alle cellule wild-type, non 

impedivano completamente la fosforilazione di BVR-A da parte di IRK, in virtù della presenza di 

altri residui di fosforilazione, successivamente identificati in Y228 e Y291. La BVR-A presenta 

inoltre siti di autofosforilazione diversi dai siti che vengono fosforilati da IRK; i siti principalmente 

coinvolti nell’autofosforilazione sono infatti Y72 e Y83 (Lerner-Marmarosh N et al., 2004).  

Nello stesso studio condotto da Marmarosh e collaboratori è stato valutato inoltre il ruolo di BVR-A 

come mediatore del segnale insulinico. È stato dimostrato che IRS-1 è substrato dell’attività chinasica 

di BVR-A. A seguito delle evidenze ottenute, il possibile ruolo di BVR-A nel pathway intracellulare 

insulinico è stato indagato valutando l’attività di BVR-A in cellule trattate con insulina e il 

conseguente uptake di glucosio nella cellula. È stato osservato che l’attività di BVR-A aumentava di 

circa due volte entro 1h dal trattamento con insulina per tornare a livelli basali entro 6h; l’aumento 

dell’attività enzimatica di BVR-A era conseguente ad un aumento della sua fosforilazione da parte di 

IRK, e la presenza di residui tirosinici fosforilati era rintracciabile nelle stesse cellule già dopo 8 

minuti dal trattamento con insulina (Lerner-Marmarosh N et al., 2004). 

Si pensa che l’attivazione di BVR-A possa in qualche modo influenzare il messaggio insulinico, 

regolandolo. A tal proposito, in colture cellulari in cui era stato indotto un deficit di BVR-A, mediante 

knockout del gene o mediante l’utilizzo di RNA interferenti l’attività di BVR-A, il segnale insulinico 

era trasmesso in maniera migliore rispetto alle colture cellulari di controllo (Lerner-Marmarosh N et 

al., 2004).  

Alcuni importanti chiarimenti sul ruolo di BVR-A nella trasmissione del segnale insulinico sono 

giunti da studi eseguiti nell’ambito delle patologie neurodegenerative. 

Studi volti ad indagare gli effetti dell’insulina sulle cellule cerebrali hanno mostrato che il segnale 

insulinico porta ad un uptake di glucosio cerebrale inferiore rispetto a quello periferico (Wolf A et 

al., 2012), sebbene sembri regolare funzioni altrettanto importanti. In particolare, l’attivazione del 

pathway di PI3K è coinvolta nella plasticità sinaptica e nel consolidamento della memoria (Horwood 

JM et al., 2006) e l’attivazione della via delle MAPK è responsabile della crescita sinaptica, dei 

processi di riparazione e della plasticità sinaptica a livello ippocampale, svolgendo quindi un ruolo 

importante nei processi di memoria e apprendimento (Akter K et al., 2011). Inoltre, studi post-mortem 
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su soggetti affetti da malattia di Alzheimer (AD) hanno mostrato una disregolazione del segnale 

insulinico nelle cellule cerebrali (Steen E et al., 2005; Rivera EJ et al. 2005; Talbot K et al., 2012). 

In particolare, il cervello dei pazienti con AD è caratterizzato da un processo noto come insulino-

resistenza cerebrale, definito come un’inadeguata risposta all’insulina (Born J et al., 2002) in seguito 

ad una riduzione dell’attivazione del recettore insulinico (IR) e un aumento dei meccanismi di 

fosforilazione inibitoria a carico di IRS-1 su specifici residui di serina. 

Alcuni studi hanno ipotizzato che un deficit dell’attività di BVR-A possa essere alla base dei 

meccanismi cellulari responsabili di insulino-resistenza cerebrale (Barone E et al., 2011). BVR-A è 

un substrato diretto di IR che ne attiva la funzione tramite fosforilazione su residui di tirosina. Una 

volta attivata, BVR-A fosforila su residui di serina il substrato IRS-1, inattivandolo. Inoltre, BVR-A 

sembra essere coinvolta anche nello stress ossidativo tipico delle cellule cerebrali dei pazienti con 

AD. In particolare, lo stress nitrosativo è in grado di diminuire la fosforilazione dei residui di tirosina 

di BVR-A aumentando invece i residui di 3-nitrotirosina, in grado di alterare la normale attività della 

BVR-A (Barone E et al., 2011) 

Uno studio condotto da Barone e collaboratori nel 2015 su modelli murini di Alzheimer ha indagato 

le fasi e i meccanismi di insorgenza di insulino-resistenza cerebrale. I topi sono stati osservati in tempi 

diversi e continui (3, 6, 12 e 18 mesi) e sono stati valutati i livelli di attivazione e inattivazione dei 

mediatori intracellulari del segnale insulinico, in particolare IRK, IRS-1, BVR-A e mTOR (Barone E 

et al., 2015). 

Nelle fasi iniziali di AD, le cellule ippocampali murine presentavano una diminuzione della 

concentrazione di IR esposto sulla membrana plasmatica, compensata da una sua maggiore 

attivazione, tale da non comportare alterazioni a carico dell’attivazione di IRS1. Più tardivamente, a 

6 e 12 mesi, era possibile osservare l’insorgenza di uno stato non costante di insulino-resistenza 

cerebrale, caratterizzato da una riduzione dei livelli di IR e IRS1 attivati. Infine, a 18 mesi era 

possibile riscontrare uno stato consolidato di insulino-resistenza cerebrale, caratterizzato da elevati 

livelli di IRS1 fosforilato su specifici residui di serina e quindi inattivato. Queste osservazioni sono 

state affiancate dallo studio contestuale dei livelli di BVR-A nelle stesse cellule. Inizialmente, a 6 

mesi, l’aumento dei livelli di IRS1 attivato corrispondeva ad una riduzione dei livelli di BVR-A 

attivata, mentre successivamente, a 12 mesi, la continua inattivazione di BVR-A si associava ad una 

riduzione dei livelli di IRS-1. In base a queste osservazioni, è possibile ipotizzare che un ridotto 

controllo di IRS-1 da parte di BVR-A è inizialmente associato ad un’iperattivazione di IRS-1 mentre 

successivamente determina l’instaurarsi di un meccanismo di feedback negativo che spegne l’attività 

di IRS-1 e conduce ad uno stato di insulino-resistenza cerebrale (Barone E et al., 2015). 
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Questo studio ha inoltre dimostrato come un deficit di BVR-A sia inevitabile col procedere dell’età. 

A tal proposito, in topi di 18 mesi, i livelli di BVR-A coniugata a molecole di stress nitrosativo con 

conseguente deficit, erano significativamente aumentati rispetto a topi più giovani. Lo studio ha 

permesso anche di far luce, almeno in parte, sul meccanismo di feedback negativo alla base 

dell’inattivazione di IRS-1. È noto infatti che una stimolazione persistente a carico di mTOR è in 

grado di determinare la fosforilazione di IRS1 sui residui di serina inibitori (Copps KD et al., 2012) 

e che un’attivazione di mTOR è spesso presente nelle cellule di soggetti affetti da AD (Caccamo A 

et al., 2010). Barone e collaboratori hanno dimostrato che diminuiti livelli di BVR-A attivata si 

associavano ad aumentati livelli di mTOR e di IRS-1 fosforilato in senso inibitorio. Questo è stato 

osservato sia in cellule knock-out per BVR-A sia in cellule in cui era stata indotta l’inattivazione di 

BVR-A mediante stress ossidativo (Barone E et al., 2015).  

Infine, un elegante studio condotto da Gibbs e collaboratori ha dimostrato che l’utilizzo di un peptide 

contenente la sequenza amminoacidica presente nella porzione C-terminale di BVR-A era in grado 

di stimolare il messaggio insulinico intracellulare (Gibbs PE et al., 2014). In particolare, esperimenti 

condotti su colture cellulari umane hanno dimostrato che questa molecola è in grado di legare la 

proteina IRK e di aumentare l’attivazione di IRK e di altri fattori inclusi nel signalling insulinico 

come PI3K e Akt con conseguente aumento dell’uptake di glucosio (Gibbs PE et al., 2014; Gibbs PE 

et al., 2016). 

Il meccanismo di azione di BVR-A nel segnale insulinico è mostrato in Figura 4. 

 

 

Figura 4 – Meccanismo di azione di BVR-A nella cascata del segnale insulinico.  
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STUDI SPERIMENTALI 

 

L'obesità è associata ad uno stato di infiammazione cronica di basso grado che origina verosimilmente 

nel tessuto adiposo (TA). In condizioni di eccesso calorico ed espansione della massa grassa, il TA 

infiltrato da macrofagi e altri leucociti, rilascia in circolo elevate quantità di acidi grassi liberi (FFA) 

(Guilherme A et al., 2008) e citochine pro-infiammatorie, in grado di indurre un’alterazione del 

segnale insulinico (Trayhurn P et al., 2004; Yudkin JS et al., 2003). 

Il segnale insulinico è complesso e non ancora completamente caratterizzato. Il legame dell’insulina 

al suo recettore (IRK) determina l’attivazione del substrato del recettore insulinico (IRS-1), da cui 

dipendono due principali cascate chinasiche: la via delle MAP-chinasi implicata nella regolazione 

della trascrizione genica di fattori di crescita cellulare (White MF et al., 2003) e la via della fosfatidil- 

inositolo-3-chinasi (PI3K)/AKT che consente la traslocazione dei trasportatori di glucosio (GLUT4) 

sulla membrana plasmatica (Okada T et al., 1994).  

Studi condotti in modelli murini (Yamauchi T et al. 1996) e nell’uomo (Whitehead JP et al., 1998) 

hanno dimostrato che la patogenesi dell’insulino-resistenza (IR) è strettamente associata ad 

alterazioni a livello di IRS-1. In particolare, lo stress ossidativo, il rilascio in circolo di citochine pro-

infiammatorie (TNF-α, IL-6) e l’aberrante efflusso di FFA promuovono la fosforilazione di IRS-1 su 

residui inibitori di serina, spegnendo il segnale insulinico (Whitehead JP et al., 1998; Saltiel AR et 

al., 2001; Kahn BB et al., 2000).  

In questo contesto, recentemente, studi condotti in vitro hanno dimostrato che la biliverdina reduttasi-

A (BVR-A) è un bersaglio diretto di IRK e agisce come fattore di regolazione a più livelli della 

cascata insulinica (Lerner Marmarosh N et al., 2005; Kapitulnik J et al., 2009; Gibbs PE et al., 2014).  

Inoltre, Barone e collaboratori hanno dimostrato che la BVR-A è implicata nell’insorgenza di IR 

cerebrale. A tal proposito, in modelli murini di Alzheimer, alterazioni nella funzione di BVR-A si 

associano dapprima ad iperattivazione di IRS-1, cui segue una riduzione della forma attivata di      

IRS-1, probabilmente a seguito dell’attivazione di meccanismi di feedback negativo sul segnale 

insulinico (Barone E et al., 2015).  

L’insieme di questi dati suggerisce un ruolo cruciale di BVR-A nella regolazione della cascata 

insulinica, pertanto questo studio ha avuto lo scopo di valutare i livelli di espressione e di attivazione 

di BVR-A e di tutte le proteine del segnale insulinico nelle cellule periferiche di soggetti obesi con 

sindrome metabolica, e studiarne i correlati clinici, biochimici e molecolari.  

Inoltre, considerando la stretta associazione esistente tra disfunzione del TA, alterazioni del segnale 

insulinico e dismetabolismo, questo studio ha poi voluto valutare l'espressione di BVR-A nel TA di 
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soggetti obesi e indagarne la possibile associazione con marcatori di compromissione metabolica e 

infiammazione del TA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



24 
 

ABSTRACT 

 

Razionale. La biliverdina reduttasi-A (BVR-A), enzima tradizionalmente conosciuto per il suo ruolo 

nella degradazione dell’EME, è stata recentemente studiata nell’ambito dei meccanismi di 

regolazione della sensibilità insulinica. Ad oggi non esistono studi relativi al ruolo di BVR-A nel 

contesto dell’obesità nell’uomo; pertanto, questo studio ha avuto lo scopo di valutare l’espressione e 

l’attivazione di BVR-A e delle altre componenti della cascata insulinica in soggetti obesi e studiarne 

i correlati clinici, biochimici e molecolari. Inoltre, questo studio ha voluto valutare l'espressione di 

BVR-A nel tessuto adiposo (TA) di soggetti obesi e indagarne la possibile associazione con marcatori 

di compromissione metabolica e infiammazione del TA. 

Metodi. Per questo studio sono state reclutate due popolazioni: 

I. Per lo studio del segnale insulinico sono stati selezionati 20 soggetti obesi candidati alla chirurgia 

bariatrica e 20 controlli.  

II. Per la valutazione dell’espressione di BVR-A nel TA sono stati reclutati 38 soggetti obesi che si 

sottoponevano a valutazioni cliniche preliminari all’intervento di chirurgia bariatrica. 

Entrambe le popolazioni sono state sottoposte a work-up clinico e prelievo venoso a digiuno per esami 

ematochimici di routine. Nella popolazione I, la valutazione dei livelli di espressione e attivazione di 

BVR-A e delle proteine del segnale insulinico IR, IRS1, AKT, GSK3b e mTOR è stata eseguita 

mediante western-blot nelle cellule polimorfonucleate (PBMC) dei soggetti obesi e dei controlli. 

Nella popolazione II l’espressione di BVR-A è stata valutata su biopsie di TA viscerale mediante 

real-time PCR. In tutti i soggetti obesi, l’infiammazione del TA e epatico è stata valutata mediante 

immunoistochimica e valutazione dell’espressione genica di specifici marcatori di infiammazione, 

ipossia, apoptosi e fibrosi tissutale. 

Risultati.  

Popolazione I. I soggetti obesi presentavano ridotti livelli di espressione e attivazione di BVR-A e 

aumentata attivazione del segnale insulinico a livello di IRS1 e dell’asse AKT/GSK3 rispetto ai 

controlli. A valle di tutto questo, i soggetti obesi presentavano aumentati livelli di espressione e di 

esposizione di GLUT4. Nei soggetti obesi, ridotti livelli di BVR-A correlavano con aumentati 

trigliceridi, BMI, circonferenza vita e con la diagnosi di sindrome metabolica (SM) e il numero di 

componenti della SM. Inoltre, ridotti livelli di BVR-A si associavano alla diagnosi e alla gravità della 

steato-epatite non alcool correlata (NASH) e a caratteristiche di infiammazione del TA, quali una 

maggiore espressione adipocitaria di UNC5B e di WISP-1. Dopo chirurgia bariatrica i pazienti 

mostravano livelli di BVR-A comparabile ai controlli e ripristino del segnale insulinico a livello di 

IRS1 e dell’asse AKT/GSK3.  
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Popolazione II.  La popolazione in studio è stata stratificata in due sottogruppi, sotto e sopra il valore 

mediano dell'espressione di mRNA di BVR-A (low e high BVR-A, rispettivamente). I soggetti 

appartenenti al gruppo low BVR-A presentavano livelli di GGT e prevalenza di NAFLD 

significativamente più alti rispetto a quelli appartenenti al gruppo high BVR-A. Gli individui 

appartenenti al gruppo low BVR-A presentavano un odds ratio per NAFLD di 1.38; ridotti livelli di 

espressione di BVR-A nel TA erano in grado di predire la presenza di NAFLD con AUROC = 0.89. 

I pazienti appartenenti al gruppo low BVR-A presentavano un aumento significativo dell'espressione 

di IL-8 e Caspase 3 nel TA rispetto agli individui appartenenti al gruppo high BVR-A.  

Conclusioni. Questo studio dimostra che ridotti livelli di BVR-A si associano ad obesità, alterazioni 

precoci del segnale insulinico e indicatori clinici di insulino-resistenza. Inoltre, ridotti livelli di 

espressione di BVR-A nel TA si associano a NAFLD, dismetabolismo e infiammazione del TA. 

Questi dati suggeriscono un possibile coinvolgimento della BVR-A non solo nella regolazione del 

segnale insulinico ma anche nella regolazione dell'omeostasi del TA e dei processi infiammatori in 

presenza di obesità. 
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I. Studio del segnale insulinico  
 
 
Studi in vitro e su modelli murini di obesità hanno dimostrato che la biliverdina reduttasi-A (BVR-

A) è un substrato del recettore dell’insulina (IR) che ne promuove la funzione Ser/Thr/Tyr chinasica 

attraverso la quale BVR-A regola l’attivazione di IRS1, favorendo la corretta trasduzione del segnale 

insulinico. Nella prima parte di questa tesi sono state indagate le alterazioni molecolari del segnale 

insulinico, valutando l’espressione e l’attivazione periferica di BVR-A e delle proteine coinvolte nella 

cascata insulinica in soggetti obesi con sindrome metabolica (SM) rispetto a controlli non obesi, 

comparabili per sesso ed età. 

 

Materiali e Metodi  
 

Popolazione  

Per questo studio sono stati selezionati 20 soggetti obesi, senza diagnosi di DT2, afferenti presso il 

Day Hospital di Endocrinologia, Dipartimento di Medicina Sperimentale, Sapienza Università di 

Roma, per eseguire le valutazioni cliniche precedenti all’intervento di chirurgia bariatrica. Sono stati 

inoltre arruolati 20 soggetti non obesi, metabolicamente sani, comparabili per sesso ed età, come 

gruppo di controllo. 

 

Studio del segnale insulinico 

La valutazione dei livelli di espressione di BVR-A, e delle proteine IR, IRS1, AKT, GSK3b, mTOR, 

GLUT-4 è stata eseguita in cellule periferiche mononucleate (PBMC) estratte da sangue venoso, 

prelevato a digiuno.  

 

L'isolamento delle PBMC è stato eseguito mediante centrifugazione di sangue intero a 800 × g per 

30 minuti; lo strato superiore contenente plasma è stato rimosso. Il sangue rimanente è stato diluito 

con uguale volume di soluzione salina tamponata con fosfato pH 7,4 (PBS), contenente 0,05 M di 

acido etilendiamminotetraacetico (EDTA, Invitrogen). 12,5 ml di sangue diluito sono stati prelevati 

e stratificati su 25 ml di Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare). Il campione così ottenuto è stato 

centrifugato a 400 × g per 30 minuti a temperatura ambiente. Le PBMC sono state accuratamente 

rimosse pipettando e lavando con PBS-EDTA per centrifugazione a 250 × g per 10 minuti. Le PBMC 

sono state poi sospese in tampone di lisi ammoniaca-cloruro-potassio (ACK) (Invitrogen) e la lisi dei 

globuli rossi contaminanti (RBC) è stata ottenuta incubando le PBMC per 10 minuti a temperatura 
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ambiente con una miscelazione delicata; al termine della reazione, il campione è stato lavato con 

PBS-EDTA. Il numero di cellule e la vitalità sono state determinate usando un contatore di cellule 

automatizzate Contessa (Invitrogen). Le PBMC sono state risospese in siero fetale di vitello (FCS; 

Invitrogen) contenente il 10% di dimetilsulfossido (DMSO; Thermo Fisher Scientific) e 

crioconservate in azoto liquido fino al momento dell'analisi.  

Estratti proteici totali sono stati preparati in tampone RIPA (pH 7,4) contenente Tris-HCl (50 mM, 

pH 7,4), NaCl (150 mM), 1% NP-40, 0,25% di sodio desossilolato, EDTA (1 mM), 0,1% SDS, 

addizionato con inibitori delle proteasi [fenilmetilsolfonil fluoruro (PMSF, 1mM), fluoruro di sodio 

(NaF, 1mM) e sodio ortovanadato (Na3VO4, 1mM)]. Le PBMC sono state omogeneizzate con 20 

passaggi con omogeneizzatore di tessuto Wheaton e poi chiarificate mediante centrifugazione per 1 

ora a 16.000 × g a 4°C. Il sopranatante è stato quindi estratto per determinare la concentrazione 

proteica totale mediante il saggio Bradford (Pierce, Rockford, IL). 

 

L’estrazione di RNA dalle PBMC è stata eseguita utilizzando il kit di estrazione per RNA totale del 

tessuto secondo le istruzioni del produttore (Fisher Molecular biology, Roma, Italia). L'RNA è stato 

quantificato utilizzando lo spettrofotometro Biospec Nano (Shimadzu, Columbia, MD, USA) e 

successivamente retro-trascritto utilizzando il kit cDNA ad alta capacità (Applied Biosystems, Foster 

City, CA, USA) secondo le istruzioni del produttore. Il cDNA è stato prodotto attraverso una serie di 

cicli del termociclatore OPTIMAX MultiGene a 96 pozzetti (LabNet International, Edison, NJ, USA). 

I primers usati per la valutazione dell'espressione genica di BVR-A sono: Fw 5'-

CGAAGGAACAGACAGGAGA-3 'e Rv 5'-GGAAAGAGCATCCTCCAAAGA-3'. Per le reazioni 

di PCR effettuate in una macchina PCR Real Time PC CFX (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, 

USA) è stato utilizzato un volume di reazione di 20 μl. Successivamente sono state calcolate le 

concentrazioni relative di mRNA dal punto di partenza delle reazioni (ciclo soglia, Ct) utilizzando il 

metodo di quantificazione comparativa eseguito dal software Bio-Rad e basato sul metodo -ΔΔCt. I 

valori Ct per l'espressione GAPDH (Fw 5'-GACAGTCAGCCGCATCTTCT-3 'e Rv 5'- 

TTAAAAGCAGCCCTGGTGAC-3') sono serviti come segnale normalizzante (REF Livak KJ, 

Schmittgen TD).  

 

Per l'analisi immunoblot, i gel sono stati trasferiti su membrane di nitrocellulosa (Bio-Rad, Hercules, 

CA, USA) successivamente fissate con albumina di siero bovino al 3% in soluzione salina tamponata 

allo 0,5% Tween-20 / Tris (TTBS) e incubate durante la notte a 4 ° C con i seguenti anticorpi: anti-

BVR-A (1: 1000, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA, # B8437), anti-phospho Tyr198 -BVR-A (1: 

500, Biomatick, Wilmington , DL, USA, # SA170103), anti-IRβ (1: 1000, Cell signaling, Bioconcept, 
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Allschwill, Switzerland, # 3020), anti-phospho (Tyr1158 / 1162/1163) -IRβ (1: 1000, Genetex, Irvine, 

CA, USA, n. GTX25681), anti-IRS1 (1: 1000, Cell signaling, Bioconcept, Allschwill, Switzerland, 

n. 3407), antiphospho (Ser307) -IRS1 (1: 500, Cell Signing, Bioconcept, Allschwill, Svizzera, n. 

2381), antiphospho (Tyr632) -IRS1 (1: 500, Santa Cruz, Santa Cruz, CA, USA, # sc-17196), anti-Akt 

(1: 1000, Cell Signing, Bioconcept, Allschwill, Svizzera, n. 11E7), antiphospho (Ser473) -Akt (1: 

1000, Cell signaling, Bioconcept, Allschwill, Svizzera, # 193H12), anti-GSK-3 (1: 1000, Santa Cruz, 

Santa Cruz, CA, USA, # sc-377213), anti-fosfo (Ser9) -GSK-3 (1: 500, Santa Cruz, Santa Cruz , CA, 

USA, # sc-373800), antiphospho (Tyr216) -GSK-3 (1: 500, Santa Cruz, Santa Cruz, CA, USA, # sc-

135653), anti-mTOR (1: 1000, Cell signaling, Bioconcept, Allschwill, Switzerland, # 2983), anti-

phospho (Ser2448) -mTOR (1: 500, Cell signaling, Bioconcept, Allschwill, Switzerland, # 5536), 

anti-GLUT4 (1: 1000, Santa Cruz, Santa Cruz, CA, USA, # sc-53566), anti-AS160 (1: 1000, Thermo 

Fischer, Waltham, MA, USA), anti-phospho (Thr642) -AS160 (1: 1000, GeneTex, Irvine, CA, Stati 

Uniti D'America). Dopo 3 lavaggi con TTBS le membrane sono state incubate per 60 minuti a 

temperatura ambiente con anticorpi secondari IgG anti-coniglio / topo / capra coniugati con 

perossidasi di rafano (1: 5000; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Le membrane sono state 

sviluppate con il substrato chemiluminescente Super Signal West Pico (Thermo Scientific, Waltham, 

MA, USA); il segnale è stato acquisito con Chemi-Doc MP (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) e 

analizzato utilizzando il software Image Lab (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) che consente di 

normalizzare il segnale specifico della proteina relativamente alle proteine totali caricate sul gel.  

 

Analisi statistica 

Tutte le analisi sono state eseguite impiegando il software statistico SPSS versione 23 (IBM, Armonk, 

NY). I valori sono riportati nel testo e nelle tabelle come media ± deviazione standard (SD) per le 

variabili continue e come percentuale per le variabili categoriche. I confronti tra due gruppi sono stati 

eseguiti utilizzando test t di Student per campioni indipendenti e i test di Pearson χ2 e Fisher per 

variabili categoriche. Le variabili che non seguono una distribuzione normale sono state sottoposte a 

trasformazione logaritmica naturale. Le analisi di correlazione bivariata sono state eseguite mediante 

correlazioni di rango di Pearson e Spearman. Il valore predittivo dei livelli di BVR-A per l'obesità è 

stato stimato calcolando l'area sotto la curva (AUROC), con un intervallo di confidenza al 95% (C.I.).  

Un valore p <0.05 è stato considerato statisticamente significativo. 

 

Il protocollo è stato approvato dal Comitato Etico del Policlinico Umberto I, Sapienza Università di 

Roma e lo studio è stato condotto in conformità con i principi della Dichiarazione di Helsinki. Il 

consenso informato è stato ottenuto da tutti i pazienti prima dello studio. 
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Risultati  
 

Riduzione dei livelli di BVR-A nei soggetti obesi 

Per valutare se eventuali alterazioni nei livelli di espressione e attivazione di BVR-A siano associate 

alla presenza di obesità e SM, abbiamo indagato le differenze (i) nei livelli di espressione di BVR-A, 

(ii) nella fosforilazione di Tyr198 e (iii) nel rapporto pTyr198BVR-A/BVR-A considerato indice di 

attivazione della proteina, in PBMC di soggetti obesi rispetto ad una popolazione di controllo. Le 

caratteristiche cliniche e biochimiche della popolazione in studio sono mostrate in Tabella 1. 

I soggetti obesi presentavano una riduzione dei livelli di mRNA BVR-A di circa il 50% (p = 0.045, 

Figura 1C) e una riduzione dei livelli di proteina BVR-A del 60% (p <0.0001, Figura 1D). Inoltre, 

abbiamo osservato una riduzione del 35% di pTyr198BVR-A (p = 0.032, Figura 1E), che è uno dei 

siti della fosforilazione di BVR-A mediata da IR. Quando è stata valutata l’attivazione relativa della 

proteina, andando a valutare la forma attiva (pTyr198BVR-A) rispetto ai livelli di proteina totale in 

ciascun gruppo, abbiamo evidenziato che il rapporto pTyr198BVR-A/BVR-A era significativamente 

più alto nei pazienti obesi rispetto ai controlli (~ 400%, p = 0,018, Figura 1F). 

 

Iper-attivazione del segnale insulinico nei soggetti obesi 

Per comprendere nel dettaglio quale fosse l’impatto di una riduzione dei livelli di BVR-A 

sull’attivazione del pathway insulinico, abbiamo valutato le variazioni dei livelli di proteina e dello 

stato di attivazione di alcuni dei principali componenti del segnale dell’insulina nei PBMC isolati da 

soggetti obesi e in quelli isolati dai soggetti di controllo. Non sono state osservate variazioni 

significative dei livelli e dell’attivazione di IR nei due gruppi di soggetti analizzati. A valle di IR, i 

soggetti obesi presentavano una riduzione significativa dei livelli totali di IRS1 (~30%, p=0.017, 

Figura 2E) e della sua isoforma inattiva fosforilata a livello della Ser307 (pSer307IRS1, ~40%, p=0.003, 

Figura 2G), mentre non abbiamo osservato variazioni significative dell’isoforma attiva fosforilata a 

livello della Tyr632 (pTyr632IRS1). L’analisi della quantità relativa di ciascuna isoforma rispetto ai 

livelli totali di proteina IRS1 non ha mostrato variazioni significative per quanto riguarda il rapporto 

pTyr632IRS1/IRS1 (Figura 2H); al contrario, una riduzione significativa è stata osservata per il rapporto 

pSer307IRS1/IRS1 (~40%, p=0.05, Figura 2I). Al netto di queste variazioni, nei soggetti obesi, il 

rapporto tra i livelli normalizzati di isoforma attiva rispetto a quelli di isoforma inattiva 

[(pTyr632IRS1/IRS1)/(pSer307IRS1/IRS1), Tyr632/Ser307] risultava significativamente aumentato 

(~200%, p=0.019, Figura 2L). Poiché le fosforilazioni della BVR-A a livello della Tyr198 e di IRS1 

a livello della Tyr632 sono mediate da IR abbiamo normalizzato i livelli della isoforma attiva della 

BVR-A e di IRS1 rispetto ai livelli dell’isoforma attiva di IR, pTyr198BVR-A/pIR e pTyr632IRS1/pIR, 
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rispettivamente. I nostri dati mostrano un aumento significativo sia del rapporto pTyr198BVR-A/pIR, 

(p=0.02, Figura 2M) che del rapporto pTyr632IRS1/pIR (p=0.02, Figura 2N). Inoltre, è stata osservata 

una riduzione di circa il 70% dei livelli totali della proteina Akt (p<0.001, Figura 3B) e di circa il 

60% della sua isoforma attiva (pSer473Akt, p<0.001, Figura 3C). Al netto di queste variazioni, abbiamo 

osservato un aumento statisticamente significativo del rapporto tra isoforma attiva di Akt e livelli di 

proteina totale (pSer473Akt/Akt, (~70%, p=0.03, Figura 3D). Al fine di valutare quale fosse l’impatto 

delle variazioni di Akt sulle proteine a valle del segnale insulinico, abbiamo analizzato lo stato di 

attivazione delle proteine GSK3- e mTOR, entrambi target molecolari di Akt. I nostri dati mostrano 

che soggetti obesi presentano livelli totali di GSK-3 significativamente ridotti rispetto a controlli 

(~60%, p<0.001, Figura 3E). Inoltre, in accordo con l’aumentata attivazione di Akt, è stata osservata 

una riduzione significativa dei livelli dell’isoforma attiva di GSK-3β (pTyr216GSK-3) accompagnata 

da un aumento significativo dei livelli della sua isoforma inattiva (pSer9GSK-3). Anche in questo 

caso, le variazioni relative di ciascuna isoforma rispetto ai livelli totali di proteina mostrano un 

aumento significativo di entrambi i rapporti (pTyr216GSK-3/GSK-3, p=0.01 e pSer9GSK-3/GSK-

3, p=0.01). Al netto di queste differenze, nei soggetti obesi, il rapporto tra i livelli normalizzati di 

isoforma attiva e di isoforma inattiva [(pTyr216GSK-3/GSK-3)/(pSer9GSK-3/GSK-3)] mostra una 

riduzione significativa rispetto ai controlli. Al contrario non sono state osservate alterazioni 

significative a carico della proteina mTOR. 

 

Aumento dei livelli di GLUT4 e della sua traslocazione nei soggetti obesi 

Per valutare se l'iper-attivazione del segnale insulinico osservata nei soggetti obesi abbia comportato 

variazioni dei livelli e della traslocazione sulla membrana plasmatica del trasportatore di glucosio 

insulino-sensibile GLUT4, abbiamo successivamente valutato sia i livelli e l'attivazione di AS160, in 

grado di mediare la traslocazione di GLUT4, sia i livelli totali di GLUT4. I soggetti obesi mostravano 

una riduzione del 50% dei livelli di proteina AS160 (p <0,01, Figura 4B) insieme ad un aumento 

significativo (~ 80%, p <0,05, Figura 4C) della forma attiva AS160 (pThr642AS160). Queste 

variazioni risultavano in un aumento statisticamente significativo dell’attivazione relativa di AS160 

valutata come rapporto pThr642AS160 / AS160 (~ 300%, p <0,001, Figura 4D). Infine, nei soggetti 

obesi, è stato evidenziato un parallelo aumento dei livelli di proteina GLUT4 rispetto alla popolazione 

di controllo (~ 25%, p = 0,02, Figura 4E). 
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Associazione tra ridotti livelli di BVR-A e iper-attivazione del segnale insulinico nei soggetti 

obesi 

Per supportare l'ipotesi che una riduzione dei livelli di BVR-A favorisca l'iper-attivazione del 

signalling insulinico osservata nei pazienti obesi, abbiamo valutato l'esistenza di una possibile 

associazione diretta tra i livelli di BVR-A e l'attivazione della cascata insulinica. In particolare, 

abbiamo indagato sia l'attivazione di BVR-A e IRS1 mediata da IR a monte del segnale insulinico, 

sia l'espressione di GLUT4 e l'attivazione di AS160 a valle. I nostri dati confermano che i livelli di 

proteina BVR-A erano negativamente correlati sia con l'attivazione di BVR-A mediata da IR (r = -

0,61, p = 0,0001, Figura 4F) sia con (ii) l’attivazione di IRS1 (r = -0,35, p = 0,037, Figura 4G). Questi 

dati sono in accordo con l’esistenza di una correlazione positiva evidenziata tra i livelli BVR-A e 

pSer307IRS1 (r = 0,45, p = 0,005, Figura 4H). Inoltre, i livelli di BVR-A correlavano negativamente 

con l'attivazione di AS160 (r = -0,42, p = 0,01, Figura 4I) e con i livelli di GLUT4 (r = -0,33, p = 

0,04, Figura 4L). Infine, l'attivazione prolungata di BVR-A e IRS1 si associava positivamente ai 

livelli di GLUT4 (per pTyrBVR-A/pIR: r = 0,56, p = 0,0008 Figura 4M; per pTyrIRS1/pIR: r = 0.3, 

p = 0.07, Figura 4N) e all’attivazione di AS160 (per pTyrIRS1/pIR: r = 0.38, p = 0.04, Figura 4O).  I 

nostri dati suggeriscono che una riduzione dei livelli di BVR-A corrisponde ad un'iperattivazione del 

segnale insulinico, caratterizzata da un aumento dell'attivazione di IRS1, che a sua volta si traduce in 

una maggiore traslocazione di GLUT4 sulla membrana plasmatica. Parallelamente, l'aumentata 

attivazione di BVR-A mediata da IR suggerisce che le cellule compensino la consistente perdita di 

BVR-A promuovendo la fosforilazione di BVR-A.  

 

Ripristino dei livelli di BVR-A e del segnale insulinico dopo chirurgia bariatrica 

In un sottogruppo di sette pazienti obesi, 6 mesi dopo l'intervento di chirurgia bariatrica, sono stati 

valutati i cambiamenti nei livelli di BVR-A e delle proteine della cascata insulinica già valutate al 

baseline. Dopo l'intervento chirurgico, i livelli di BVR-A sono risultati raddoppiati (p <0,001, Figura 

5B) ed è stato osservato un aumento statisticamente significativo anche dei livelli di IRS1 (~ 110%, 

p = 0,02, Figura 5C), della fosforilazione attivatoria di IRS1 (~ 350%, p = 0,007, Figura 5D) e 

dell’attivazione relativa di IRS1 (~ 115%, p = 0,01, Figura 5H). Questi cambiamenti si associavano 

inoltre ad una migliore attivazione del segnale a valle. A tal proposito, è stato osservato un aumento 

significativo dei livelli di Akt (~ 60%, p = 0.04, Figura 6B) e della fosforilazione attivatoria di Akt 

(~ 40%, p = 0.05, Figura 6C), insieme ad una riduzione dell'attivazione relativa di Akt, che è tornata 

paragonabile a quella misurata nei controlli (Figura 6D). A valle di Akt, abbiamo riscontrato un 

recupero della fosforilazione attivatoria di GSK-3 (~ 80%, p = 0,0002, Figura 6E), senza modifiche 

nei livelli della proteina, accompagnato da un miglioramento del rapporto GSK-3 Tyr216/Ser9 (~ 80 
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%, p = 0.02, Fig. 6L). Infine, abbiamo osservato una riduzione dei livelli di proteina AS160 (~ 50%, 

p = 0.04, Figura 6M) e della sua forma attiva (~ 110%, p = 0.02, Figura 6N), senza significativi 

cambiamenti nell’attivazione relativa di AS160 (Figura 6O). Non sono stati osservati cambiamenti 

nei livelli totali di GLUT4 (Figura 6P). 

 

 

Ad integrazione dei dati riportati sono in corso di valutazione i livelli di espressione e di attivazione 

di BVR-A e delle altre proteine coinvolte nel segnale insulinico in risposta a carico di glucosio nei 

PBMC di soggetti obesi con SM, in funzione dei livelli di insulinemia, del grado di tolleranza 

glucidica e di insulino-resistenza (IR) del paziente. Per questo scopo è in corso il reclutamento di 10 

soggetti obesi insulino-resistenti e di 10 soggetti di controllo comparabili per sesso ed età. 

I partecipanti allo studio sono stati/saranno sottoposti a curva da carico orale di glucosio a sei punti 

(nei tempi 0', +30', +60', +90', +120', +180') e i livelli di espressione e di attività della proteina BVR-

A e delle altre proteine coinvolte nel segnale insulinico saranno valutati ai vari punti della curva 

glicemica, in relazione ai livelli di insulinemia ed agli indici dinamici di IR e secrezione β cellulare.  

I dati preliminari ottenuti sui primi soggetti valutati mostrano una variazione dei livelli di BVR-A ai 

vari punti della curva glicemica corroborando l’ipotesi che la modulazione della BVR-A possa 

giocare un ruolo cruciale nell'omeostasi del glucosio (Figura 7A). Inoltre, nei soggetti sani, la 

riduzione dei livelli di BVR-A è significativamente associata ad un aumento dei livelli di insulinemia 

ai vari punti della curva da carico orale di glucosio (r= -0.79, p= 0.05), mentre questa associazione 

sembra essere totalmente persa nel soggetto obeso insulino-resistente (Figura 7B). Infine, nessuna 

correlazione è stata riscontrata tra livelli di BVR-A e glicemia ai vari punti della curva. Sebbene il 

reclutamento dei soggetti sia ancora in corso e sia necessaria l’analisi di un maggiore numero di 

campioni, questi dati preliminari supportano un ruolo fondamentale della BVR-A nella regolazione 

del segnale insulinico e suggeriscono che la BVR-A possa rappresentare un nuovo bersaglio 

molecolare da indagare per comprendere meglio le alterazioni del segnale insulinico che si verificano 

in corso di obesità e dismetabolismo. 
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 Obesi (n=20) Controlli (n=20) 

   

P-value    

Età (anni) 40.7  9.1 46.5  12.6 0.06 

Sesso (M%) 7/13 5/15 0.33 

BMI (Kg/m2) 42.84.8 23.32.7 <0.001 

Peso (kg) 114.715.4 65.312 <0.001 

Circonferenza vita (cm) 128.910.9 83.211 <0.001 

PAS (mmHg) 127.320.4 11615.6 0.06 

PAD (mmHg) 80.65.8 7510.9 0.07 

Colesterolo totale (mg/dl) 195.428.1 18454.3 0.43 

HDL-C (mg/dl) 46.411.5 64.916.2 <0.001 

LDL-C (mg/dl) 121.222-6 101.444.3 0.10 

Trigliceridi (mg/dl) 138.935 13443.1 <0.001 

FBG (mg/dl) 94.112.4 87.98.25 0.09 

AST (IU/l) 25.311.4 216.4 0.20 

ALT (IU/l) 30.616.1 21.59.3 0.06 

SM (yes/no) 95% 0% <0.001 

SM (# componenti) 0= 0% 

1= 0% 

2= 5% 

3= 5% 

4= 74% 

5= 16% 

0= 90% 

1= 0% 

2= 10% 

3= 0% 

4= 0% 

5= 0% 

<0.001 

BVR-A  38.729.3 10036.7 <0.001 

 

Tabella 1 - Parametri clinici e biochimici della popolazione in studio. 
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Figura 1 - Livelli ridotti di BVR-A in PBMC di individui obesi. (A) Rappresentazione schematica della cascata 

del segnale insulinico; sono riportati in evidenza i nodi critici regolati da BVR-A. Frecce: attivazione; linee 

tratteggiate: inibizione; Y: residui di tirosina; S: residui di serina. (B) Western blot da individui magri (Lean) 

e obesi (Ob). (C) Livelli di mRNA di BVR-A. (D ed E) Valutazione densitometrica dei livelli di proteina BVR-

A e fosforilazione di BVR-A Tyr198. (F) Attivazione relativa di BVR-A espressa come rapporto pTyr198BVR-

A / BVR-A. Sia i livelli di proteine totali che la rispettiva forma fosforilata sono stati normalizzati per carico 

proteico totale. I valori densitometrici sono indicati come percentuale dei controlli di inclinazione impostati 

al 100%. I dati sono presentati come medie ± SD (n = 20 / gruppo). t-test, * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001. 
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Figura 2 - Iperattivazione di IRS1 in PBMC di individui obesi. (A) Western blot da individui magri (Lean) e 

obesi (Ob). (B) Valutazione densitometrica dei livelli di proteina IR. (C) Valutazione densitometrica dei livelli 

di pTyr1158 / 1162 / 1163IR. (D) Attivazione relativa di IR espressa come rapporto pTyr1158 / 1162 / 1163IR 

/ IR. (E) Valutazione densitometrica dei livelli di proteina IRS1. (F) Valutazione densitometrica dei livelli di 

pTyr632IRS1. (G) Valutazione densitometrica dei livelli di pSer307IRS1. (H) Attivazione relativa di IRS1 

valutata come rapporto pTyr632IRS1 / IRS1. (I) Inattivazione relativa di IRS1 valutata come pSer307IRS1 / 

IRS1. (L) Rapporto di attivazione/inattivazione IRS1 valutato come (pTyr632IRS1 / IRS1) / (pSer307IRS1 / 

IRS1). (M) Attivazione di BVR-A normalizzata rispetto all'attivazione IR espressa come rapporto 

pTyr198BVR-A / BVR-A) / (pTyr1158 / 1162 / 1163IR / IR). (N) Attivazione IRS1 normalizzata rispetto 

all'attivazione IR espressa come (pTyr632IRS1 / IRS1) / (pTyr1158 / 1162 / 1163IR / IR). Sia i livelli di proteine 

totali che le rispettive forme fosforilate sono stati normalizzati per carico proteico totale. I valori 

densitometrici sono indicati come percentuale dei controlli di inclinazione impostati al 100%. I dati sono 

presentati come medie ± SD (n = 20 / gruppo). t-test, * p <0,05, ** p <0,01. 
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Figura 3 - Iperattivazione dell'asse Akt / GSK-3 in PBMC di individui obesi. (A) Western blot da individui 

magri (Lean) e obesi (Ob). (B) Valutazione densitometrica dei livelli di proteina Akt. (C) Valutazione 

densitometrica dei livelli di pSer473Akt. (D) Attivazione relativa Akt espressa come rapporto pSer473Akt / 

Akt. (E) Valutazione densitometrica dei livelli di proteina GSK-3. (F) Valutazione densitometrica dei livelli di 

pTyr216GSK-3. (G) Valutazione densitometrica dei livelli di pSer9 GSK-3. (H) Attivazione relativa GSK-3 

valutata come rapporto pTyr216GSK-3 / GSK-3. (I) Inattivazione relativa GSK-3 valutata come pSer9GSK-3 

/ GSK-3. (L) Rapporto di attivazione/inattivazione GSK-3 valutato come (pTyr216GSK-3 / GSK-3) / 

(pSer9GSK-3 / GSK-3). (M) Valutazione densitometrica dei livelli di proteina mTOR. (N) Valutazione 

densitometrica dei livelli di pSer2448mTOR. (O) Attivazione relativa mTOR espressa come rapporto 

pSer2448mTOR / mTOR. Sia i livelli di proteine totali che le rispettive forme fosforilate sono stati normalizzati 

per carico proteico totale. I valori densitometrici sono indicati come percentuale dei controlli di inclinazione 

impostati al 100%. I dati sono presentati come medie ± SD (n = 20 / gruppo). t-test, * p <0,05, *** p <0,001.  
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Figura 4 - Aumentata traslocazione di GLUT4 in PBMC di individui obesi. (A) Western blot da individui 

magri (Lean) e obesi (Ob). (B) valutazione densitometrica dei livelli di proteina AS160. (C) valutazione 

densitometrica dei livelli di pThr642AS160. (D) attivazione relativa AS160 espressa come rapporto 

pThr642AS160 / AS160. (E) valutazione densitometrica dei livelli di proteina GLUT4. Sia i livelli di proteine 

totali che le rispettive forme fosforilate sono stati normalizzati per carico proteico totale. I valori 

densitometrici sono indicati come percentuale dei controlli di inclinazione impostati al 100%. I dati sono 

presentati come medie ± SD (n = 20 / gruppo). t-test, * p <0,05, *** p <0,001. I livelli di proteina BVR-A 

correlano con l'attivazione di BVR-A mediata da IR (F), l'attivazione di IRS1 (G) mediata da IR, i livelli di 

pSer307IRS1 (H), l'attivazione relativa AS160, i livelli di proteina (L) GLUT4. (M) attivazione BVR-A mediata 

da IR correlata con i livelli di proteina GLUT4. (N) L'attivazione IRS1 mediata da IR è correlata ai livelli di 

proteina GLUT4. (M) L'attivazione di IRS1 mediata da IR è correlata all'attivazione relativa dell'AS160.  
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Figura 5 - Aumento dei livelli di BVR-A e maggiore attivazione di IRS1 in PBMC di individui obesi dopo 

chirurgia bariatrica. (A) Western blot da individui magri (Lean) e obesi (Ob). (B) valutazione densitometrica 

dei livelli di proteina BVR-A. (C) valutazione densitometrica dei livelli di proteina IRS1. (D) valutazione 

densitometrica dei livelli di pTyr632IRS1. (E) valutazione densitometrica dei livelli di pSer307IRS1. (F) 

attivazione relativa IRS1 valutata come rapporto pTyr632IRS1 / IRS1. (G) inattivazione relativa IRS1 valutata 

come pSer307IRS1 / IRS1. (H) Rapporto di attivazione / inattivazione IRS1 valutato come (pTyr632IRS1 / 

IRS1) / (pSer307IRS1 / IRS1). Sia i livelli di proteine totali che le rispettive forme fosforilate sono stati 

normalizzati per carico proteico totale. I valori densitometrici sono indicati come percentuale dei controlli di 

inclinazione impostati al 100%. I dati sono presentati come medie ± SD (n = 7 / gruppo). t-test, * p <0,05, 

*** p <0,001.  
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Figura 6 - Miglioramento attivazione Akt e suoi target in PBMC di individui obesi dopo chirurgia bariatrica. 

(A) Western blot da individui magri (Lean) e obesi (Ob). (B) valutazione densitometrica dei livelli di proteina 

Akt. (C) valutazione densitometrica dei livelli di pSer473Akt. (D) attivazione relativa Akt espressa come 

rapporto pSer473Akt / Akt. (E) valutazione densitometrica dei livelli di proteina GSK-3β. (F) valutazione 

densitometrica dei livelli di pTyr216GSK-3. (G) valutazione densitometrica dei livelli di pSer9 GSK-3. (H) 

attivazione relativa GSK-3 valutata come rapporto pTyr216GSK-3 / GSK-3. (I) inattivazione relativa 

GSK-3 valutata come pSer9GSK-3/ GSK-3. (L) rapporto di attivazione / disattivazione GSK-3 valutato 

come (pTyr216GSK-3 / GSK-3) / (pSer9GSK-3 / GSK-3). (M) valutazione densitometrica dei livelli di 

proteina AS160. (N) valutazione densitometrica dei livelli di pThr642AS160. (O) attivazione relativa AS160 

espressa come rapporto pThr642AS160 / AS160. (P) valutazione densitometrica dei livelli di proteina GLUT4. 
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Sia i livelli di proteine totali che le rispettive forme fosforilate sono stati normalizzati per carico proteico 

totale. I valori densitometrici sono indicati come percentuale dei controlli di inclinazione impostati al 100%. 

I dati sono presentati come medie ± SD (n = 7 / gruppo). t-test, * p <0,05, *** p <0,001. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 – (A) Livelli di BVR-A ai vari tempi della curva da carico orale di glucosio, nei PBMC di un soggetto 

sano e di un soggetto obeso insulino-resistente (IR). (B) Livelli di BVR-A e insulinemia misurati ai vari tempi 

della curva da carico orale di glucosio in un soggetto sano e in un soggetto obeso insulino-resistente (IR). 
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II. BVR-A e malattie metaboliche  
 
 
Nella seconda parte di questa tesi è stata valutata l’associazione tra i livelli periferici di BVR-A e i 

parametri molecolari, clinici e biochimici della popolazione in studio. 

 

Materiali e Metodi 

 

Popolazione 

La popolazione arruolata per la valutazione dell’espressione e dell’attivazione periferica di BVR-A e 

delle proteine coinvolte nella cascata insulinica è stata ulteriormente studiata per valutare 

l’associazione tra livelli di BVR-A e i parametri molecolari, clinici e biochimici. Pertanto si rimanda 

al Paragrafo I (pag. 26) e alla Tabella 1 per i dettagli. 

 

Valutazioni cliniche 

Tutti i partecipanti sono stati sottoposti a valutazione clinica approfondita, comprensiva di esame 

obiettivo, misurazioni antropometriche e indagini di laboratorio. Peso ed altezza sono stati misurati 

indossando abiti leggeri e senza scarpe. Il BMI è stato calcolato come peso in kilogrammi diviso il 

quadrato dell’altezza espressa in metri (kg/m2). La circonferenza vita, espressa in cm, è stata misurata 

nel punto di mezzo tra la dodicesima costa e la cresta iliaca. La pressione arteriosa sistemica (sistolica, 

SBP; diastolica, DBP; mmHg) è stata misurata dopo cinque minuti di riposo attraverso strumento 

elettronico provvisto di bracciale della misura appropriata alla circonferenza del braccio del paziente, 

con l’arto superiore collocato all’altezza del cuore. Sono state eseguite tre misurazioni consecutive; 

ai fini delle analisi statistiche è stata riportata la media della seconda e terza misurazione.  

 

Valutazioni di laboratorio 

In tutti i partecipanti allo studio è stato eseguito un prelievo venoso a digiuno per gli esami biochimici 

di routine. I valori sierici di glucosio (FBG, mg/dl), emoglobina glicosilata (HbA1c, %, mmol/l), 

colesterolo totale (mg/dl), colesterolo HDL (HDL, mg/dl), trigliceridi (mg/dl), aspartato 

aminotransferasi (AST, IU/l), alanina aminotransferasi (ALT, IU/l), gamma-glutamil transpeptidasi 

(γ-GT, IU/l) e proteina C reattiva (PCR, mg/dl) sono stati misurati attraverso metodiche di laboratorio 

standardizzate. I livelli di colesterolo LDL (LDL, mg/dl) sono stati calcolati applicando la formula di 

Friedwald. 
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I soggetti obesi con glicemia a digiuno < 126 mg/dl sono stati sottoposti a curva da carico orale 

standard con 75 gr. di glucosio (OGTT) e prelievi per la misurazione della glicemia e dell’insulinemia 

ai tempi 0’, 30’, 60’, 90’, 120’ dall’ingestione del glucosio.  

Il grado di insulino-resistenza e quello di secrezione insulinica sono stati stimati attraverso il calcolo 

degli indici statici e dinamici HOMA-IR (Homeostasis Model Assessment of Insulin Resistance, 

Matsuda M, 1999), HOMA-β% (Matsuda M et al., 1999), QUICKI (Matsuda M et al., 1999), ISI 

(Matsuda sensitivity index, Matsuda M et al., 1999), CIR (Corrected Insulin Response, Herzberg-

Schafer SA, 2010) e DI (Disposition Index, Herzberg-Schäfer SA, 2010; Matsuda M et al., 1999).  

La presenza di SM è stata definita in base ai criteri NCEP ATP-III (Grundy SM et al., 2005).  

 

 

Biopsia e istologia del tessuto epatico e adiposo 

I soggetti obesi sono stati sottoposti a intervento di chirurgia bariatrica con procedura di sleeve-

gastrectomy.  

Durante la seduta operatoria sono state eseguite biopsia epatica e di TA viscerale. I frammenti di 

fegato e TA prelevati sono stati fissati in formalina durante la notte, inclusi in paraffina ed infine 

sezionati. Un unico patologo esperto, blinded per l'identità, la storia clinica e i parametri biochimici 

dei pazienti, ha effettuato la lettura delle slide.  

Per il tessuto epatico, i campioni bioptici presentavano una lunghezza minima di 15 mm o almeno la 

presenza di 10 spazi portali completi. L’istologia del fegato è stata valutata su sezioni di 3-4 μm dopo 

colorazione con Ematossilina/Eosina e tricromica di Masson. La NASH è stata diagnosticata in base 

ai criteri di Brunt (Kleiner DE et al. 2012) ed è stato calcolato il NAFLD activity score (NAS).  

Le biopsie di TA sono state studiate e classificate in base alla presenza e severità di danno 

infiammatorio, valutato come infiltrazione e attivazione macrofagica, apoptosi adipocitaria e fibrosi 

così da ottenere uno score totale di adiposite ai fini statistici. La presenza di fibre collagene nel TA è 

stata rilevata con fast green FCF/Sirius; l’infiltrazione macrofagica è stata quantificata attraverso 

valutazione immunoistochimica dell’espressione nucleare del CD68 in relazione al numero totale dei 

nuclei (1:100, M0876; Dako). Un doppio immunostaining ha consentito di identificare 

contemporaneamente la presenza di adipociti apoptotici (TUNEL assay) sul totale delle cellule 

adipocitarie (Perilipin, ab3526; Abcam). Le cellule apoptotiche sono state identificate con kit 

Apoptag plus peroxidase In Situ Apoptosis Detection (Millipore, Merck KGaA, Darmstadt, 

Germany). Infine, per approfondire lo studio dell’infiammazione nel TA sono state eseguite 

specifiche colorazioni immunoistochimiche con anticorpi vs netrin-1 (1:200, AF1109; R&D 

Systems), caveolin-1 (1:500, 610059; BD Biosciences), Unc5b (1:200, ab54430; Abcam), IL-8 
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(1:100, LS-B2809, LS Bio IL-1b), MIP-1α (1:150, clone 3E1, LS-C174781, LS Bio), MIP-2 ( 1:100, 

aa34-107, LS-C294368, LS Bio) e TIMP-1 (1:100,  aa157-188IHC-plus, LS-B10535, LS Bio).  

 

Biologia molecolare 

Lo studio dell’infiammazione del TA è stato ulteriormente approfondito valutando l’espressione 

mRNA di un ampio pattern di molecole immuno-infiammatorie (WISP1, GrB, Neutrin1, UNC5B, 

Caveolin1, IL8, MIP1a, MIP2, TIMP1, Caspase3, Caspase7, PARP1, HIF1). 

 

Risultati 
 

BVR-A e valutazioni cliniche 

I parametri clinici e biochimici della popolazione in studio sono mostrati nella Tabella 1. Lo studio 

dei correlati clinici di BVR-A ha evidenziato che ridotti livelli di BVR-A si associavano alla presenza 

di obesità (r = -0.65, p = 0.001) e ad aumentati BMI (r = -0,62, p <0.001), peso corporeo (r = -0.50, 

p <0.001) e circonferenza vita (r = -0.57, p <0,001); inoltre più bassi livelli di BVR-A correlavano 

con la presenza e con il numero di componenti della SM (r = -0.68, p<0.001 e r = -0.70, p <0.001, 

rispettivamente). I nostri dati dimostrano una correlazione lineare tra peso corporeo e livelli di BVR-

A nei soggetti obesi (p=0.0003) mentre non è stata trovata una correlazione lineare tra peso corporeo 

e forma fosforilata di BVR-A (p=0.09) (Figura 8). 

Ridotti livelli di BVR-A sono in grado di discriminare la presenza di obesità con AUROC = 0.93 (IC 

95%: 0.85-1.00, p<0.001), sensibilità = 0.84 e specificità = 0.84 per livelli di BVR-A ≤ 64.4. Inoltre, 

nei soggetti obesi, i livelli di BVR-A correlavano negativamente con l'AUC OGTT (r = -0.57, p = 

0.015) mentre è stata dimostrata un’associazione positiva con CIR30 (r = 0.64, p = 0.006) e con DI 

(r = 0.62, p = 0.01). Nessuna correlazione è stata invece trovata con HOMA-IR e ISI. 

 

Associazione tra livelli di BVR-A e presenza di NAFLD/NASH e/o infiammazione del TA nei 

soggetti obesi 

Lo studio istologico ha dimostrato che nei soggetti obesi, ridotti livelli di BVR-A erano associati alla 

diagnosi di NASH (r =-0.41, p =0.03) e correlavano linearmente con la sua gravità, espressa mediante 

Nas Score (r=-0.38, p= 0.02). Inoltre, ridotti livelli di BVR-A si associavano a caratteristiche di 

infiammazione e disfunzione del TA, come la maggiore espressione adipocitaria di UNC5B                   

(r = -0,60, p = 0,015) e di WISP-1 (r = -0.60, p = 0.02). 
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Figura 8 – (A) Correlazione lineare tra peso corporeo e livelli di BVR-A nei soggetti obesi. (B) Correlazione 

lineare tra peso corporeo e forma fosforilata di BVR-A nei soggetti obesi. 
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III. BVR-A in presenza di infiammazione del VAT e NAFLD 
 
 
Considerando la stretta associazione tra disfunzione del TA, alterazioni del segnale insulinico e 

dismetabolismo, lo studio condotto per questa tesi ha inoltre valutato i livelli di espressione di BVR-

A nel tessuto adiposo viscerale (VAT) di soggetti obesi in relazione alla presenza di marcatori di 

compromissione metabolica, infiammazione locale e di NAFLD.  

 

Materiali e Metodi 
 

Popolazione 

 

Per questo studio, sono stati reclutati 38 soggetti obesi afferenti presso il Day Hospital di 

Endocrinologia, Dipartimento di Medicina Sperimentale, Sapienza Università di Roma, per eseguire 

le valutazioni cliniche e metaboliche precedenti all’intervento di chirurgia bariatrica.  

 

Valutazioni cliniche 

Tutti i partecipanti sono stati sottoposti a work-up clinico come riportato a pag. 41. 

 

Valutazioni di laboratorio 

In tutti i partecipanti allo studio è stato eseguito un prelievo di sangue venoso a digiuno per la 

misurazione dei valori sierici di glucosio (FBG, mg/dl), emoglobina glicosilata (HbA1c, %, mmol/l), 

colesterolo totale (mg/dl), colesterolo HDL (HDL, mg/dl), trigliceridi (mg/dl), aspartato 

aminotransferasi (AST, IU/l), alanina aminotransferasi (ALT, IU/l), gamma-glutamil transpeptidasi 

(γ-GT, IU/l), bilirubina totale (mg/dL) e coniugata (mg/dL), acido urico (mg/dL)  e creatinina (mg/dL) 

attraverso metodiche di laboratorio standardizzate. I valori di colesterolo LDL (LDL, mg/dl) sono 

stati calcolati applicando la formula di Friedwald. 

La presenza di SM è stata definita in base ai criteri NCEP ATP-III (Grundy SM et al., 2005).  

La presenza di DT2 è stata valutata secondo i criteri dell'American Diabetes Association 2009 

(American Diabetes Association. Standard of Medical Care. 2009).  
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Biopsia e istologia del tessuto epatico e adiposo 

Nei soggetti obesi sottoposti a chirurgia bariatrica, durante la seduta operatoria, sono state eseguite 

biopsia epatica e di TA viscerale per valutare la presenza di NAFLD/NASH e infiammazione del TA 

come riportato a pag. 42. 

 

Analisi di espressione genica - RealTime PCR 

L’estrazione di RNA totale dai campioni di FFPE è stata eseguita utilizzando il kit di isolamento 

dell'acido nucleico totale RecoverAllTM per FFPE (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA), 

secondo le istruzioni del produttore. La purezza e la quantità di RNA estratto sono state confermate 

allo spettrofotometro NanoDrop ND-1000 (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA). L'RNA 

estratto è stato successivamente retro-trascritto utilizzando il kit cDNA ad alta capacità (Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), secondo le istruzioni del produttore. I prodotti PCR di     

BVR-A, IL8 e CASP3 sono stati rilevati utilizzando primer e sonde specifici marcati con il fluoroforo 

reporter FAM. GAPDH è stato usato come standard interno. Le reazioni di PCR real-time quantitativa 

sono state effettuate in un volume di reazione di 10 µl utilizzando 1 × TaqMan Master Mix in una 

macchina PCI Fast Real-Time ABI PRISM 7500 (Applied Biosystem, Foster City, CA, USA). Le 

reazioni PCR sono state eseguite in triplicato su piastre da 96 pozzetti e i risultati sono stati valutati 

utilizzando il software ABI PRISM 7500 (Applied Biosystem, Foster City, CA, USA). 

 

Analisi statistica 

Tutte le analisi statistiche sono state eseguite attraverso il software statistico SPSS, versione 23 (IBM, 

Armonk, NY). I valori sono riportati nel testo come media ± deviazione standard (SD) o come valore 

mediano per le variabili continue e come percentuali per le variabili categoriche. Il confronto tra due 

gruppi è stato eseguito attraverso il test T di Student per variabili continue normalmente distribuite e 

test χ2 per le variabili categoriche. Per le variabili continue non distribuite normalmente il confronto 

tra due gruppi è stato eseguito attraverso il test di Mann-Whitney. Le analisi di correlazione bivariata 

sono state eseguite mediante correlazioni di rango di Pearson e Spearman. Il valore predittivo dei 

livelli di espressione di BVR-A per la diagnosi di NAFLD (sì/no) è stato stimato calcolando 

l’AUROC aggiustata per età, sesso e BMI con un C.I. del 95%. Un valore p <0.05 è stato considerato 

statisticamente significativo. 

 

Il protocollo di studio è stato rivisto e approvato dal Comitato Etico del Policlinico Umberto I e 

condotto in conformità con la Dichiarazione di Helsinki. Tutti i partecipanti allo studio hanno firmato 

un consenso informato scritto prima di sottoporsi a tutte le procedure di studio 
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Risultati 
 

Ridotti livelli di espressione di BVR-A si associano alla presenza di NAFLD nei soggetti obesi 

Le caratteristiche dei partecipanti allo studio in relazione all'espressione di BVR-A nel TA sono 

descritte nella Tabella 2. Abbiamo calcolato il valore mediano dell'espressione di mRNA di BVR-A 

e lo studio della popolazione è stato stratificato in due sottogruppi, sotto e sopra il valore mediano 

(low BVR-A e high BVR-A, rispettivamente) (Figura 9). Gli individui appartenenti al gruppo low 

BVR-A presentavano livelli significativamente più alti di GGT (p = 0.05) e di prevalenza di NAFLD 

(95% contro il 68%, p = 0.036) rispetto a quelli appartenenti al gruppo high BVR-A. Gli individui 

appartenenti al gruppo low BVR-A presentavano un odds ratio per NAFLD di 1,38 (C.I. 95%: 1.02-

1.9; test χ2). Inoltre, ridotti livelli di espressione di BVR-A nel TA erano in grado di predire la 

presenza di NAFLD con AUROC = 0.89 (p = 0.002, C.I. 95% = 0.76-1.0; Figura 10).  

 

Ridotti livelli di espressione di BVR-A si associano alla presenza infiammazione del TA nei 

soggetti obesi 

I soggetti obesi appartenenti al gruppo low BVR-A mostravano livelli di espressione di IL-8 e CASP3 

nel TA significativamente aumentati rispetto ai soggetti appartenenti al gruppo high BVR-A (p = 

0.014 e p = 0.011, rispettivamente; Figura 11). 

 

Parallelamente allo studio di espressione di BVR-A nel TA, il nostro gruppo di ricerca sta valutando 

i livelli di espressione di BVR-A anche nelle biopsie di tessuto epatico dei soggetti obesi. I nostri dati 

preliminari mostrano che l’espressione epatica di BVR-A correla direttamente con la presenza di 

danno epatico, espresso mediante Brunt Score (r= 0.40, p= 0.04,) e Nas Score (r= 0.43, p=0.03), 

corroborando l’ipotesi di una stretta associazione tra BVR-A e alterazioni morfo-funzionali dei tessuti 

insulino-sensibili in corso di obesità.  
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 Low BVR-A 

(n=19) 

High BVR-A 

(n=19) 

P-value 

Età (anni) 45.4±10 42.4±9.3 0.42 

Genere (F%) 73% 73% 0.94 

BMI (kg/m2) 43±6.4 42.5±3.96 0.92 

Circonferenza vita (cm) 130.4±9 126.9±11.4 0.44 

PAS (mmHg) 127.5±9.76 125±12.7 0.37 

PAD (mmHg) 88.2±29.1 83.2±9.1 0.68 

Glicemia (mg/dL) 103.9±16.7 96.6±14.5 0.16 

HbA1c (%—mmol/mol) 5.5±0.3 5.4±0.5 0.35 

Insulinemia (µU/L) 12.7±7.2 14.1±7.6 0.67 

HOMA-IR 3.3±2 3.2±1.8 1.0 

 HOMA-β % 122.2±67.1 182.1±141.5 0.22 

Colesterolo Tot (mg/dL) 206.5±34.5 196.3±25.6 0.52 

HDL-C (mg/dL) 51.9±11.8 45.6±7.4 0.18 

LDL-C (mg/dL) 128±28 124.3±24.6 0.52 

Trigliceridi (mg/dL) 131.2±40.4 120.7±47.3 0.50 

AST(IU/L) 23.9±10.2 21.7±9 0.59 

ALT (IU/L) 30.2±17.2 27.1±13.6 0.88 

GGT (IU/L) 36±43.2 19.5±7.7 0.05 

Bilirubina totale (mg/dl) 0.79±0.5 0.9±0.5 0.24 

Bilirubina coniugata 

(mg/dl) 

0.34±0.2 0.33±0.2 0.80 

Creatininemia (mg/dL) 0.79±0.2 0.79±0.1 0.91 

Acido Urico (mg/dL) 5.8±1.7 5.5±1.2 0.84 

DT2 (%) 8% 13% 0.63 

SM (%) 82% 88% 0.58 

NAFLD (%) 95% 68% 0.036 

 

Tabella 2 - Caratteristiche della popolazione in studio in relazione ai livelli di espressione dell'mRNA di    

BVR-A nel TA (low BVR-A: sottogruppo con espressione di BVR-A nel TA al di sotto dei livelli mediani di 

BVR-A; high BVR-A: sottogruppo con espressione di BVR-A nel TA al di sopra dei livelli mediani di BVR-A). 

I valori sono espressi come media ± DS o percentuale. Test di Mann-Whitney, test * χ2 applicato. 
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Figura 9 – Livelli di espressione dell'mRNA di BVR-A nel TA. I soggetti sono stati divisi in due gruppi in base 

ai livelli di espressione dell'mRNA di BVR-A al di sotto o al di sopra del valore mediano (BVR-A low e high, 

rispettivamente). I dati sono espressi come media ± SEM, *** p <0,0001 (Mann-Withney). A.U., unità 

arbitrarie. 

 

 

 

 

Figura 10 - Espressione di BVR-A nel TA – AUROC per NAFLD. 
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Figura 11 - Livelli di espressione dell'mRNA di IL-8 e Caspase 3 nel TA relativamente ai livelli di espressione 

dell'mRNA BVR-A. I soggetti sono stati divisi in due gruppi in base ai livelli di espressione dell'mRNA di   

BVR-A al di sotto o al di sopra del valore mediano (low BVR-A e high BVR-A rispettivamente). I dati sono 

espressi come media ± SEM, * p <0,05 (Mann-Withney). A.U., unità arbitrarie. 

  



51 
 

DISCUSSIONE 

 

Questi studi dimostrano, per la prima volta nell'uomo, che i soggetti obesi presentano una riduzione 

dei livelli di espressione cellulare di BVR-A rispetto a individui normopeso e che quest’alterazione 

si associa ad iper-attivazione di tutto il segnale insulinico. Inoltre, nei soggetti obesi, ridotti livelli di 

BVR-A correlano con la presenza di sindrome metabolica, NAFLD e infiammazione del TA 

viscerale. 

I nostri dati consentono di ipotizzare che la riduzione dei livelli di proteina BVR-A rappresenti una 

precoce alterazione della cascata insulinica cui consegue la riduzione dei livelli e dell’attivazione 

della proteina IR e l'inibizione di IRS1, due caratteristiche molecolari già note di insulino-resistenza 

(Copps KD et al., 2012; Haeusler RA et al., 2018; Guo S et al., 2014)  

Recentemente, un elegante studio condotto su modelli murini di Alzheimer, ha indagato il possibile 

ruolo di BVR-A nell’insulino-resistenza cerebrale, dimostrando che ridotti livelli di BVR-A sono 

inizialmente associati ad un’iperattivazione dell’asse IR/IRS1 e del segnale insulinico (Barone E et 

al., 2015); tardivamente, a 12 e 18 mesi, la persistente alterazione di BVR-A si associa invece 

all’inibizione di IRS1 e all'insorgenza di insulino-resistenza cerebrale (Barone E et al., 2015). Alla 

luce di questi dati, e considerando che un’eccessiva e prolungata iperattivazione di IRS-1 comportava 

l’attivazione di meccanismi di feedback negativo sul segnale insulinico, gli autori hanno ipotizzato 

che la BVR-A agisca da regolatore della cascata insulinica, garantendo le fisiologiche quantità 

intracellulari di IRS-1 attivato. 

I nostri dati dimostrano che ridotti livelli di proteina BVR-A si associano ad iper-attivazione di IRS1 

cui consegue l’aumentata attivazione di Akt a valle, in grado di promuovere l’inibizione di GSK-3 e 

l'aumento della traslocazione di GLUT4 mediata da AS160 sulla membrana plasmatica. 

Nella nostra popolazione i livelli plasmatici di glucosio e insulina risultano normali prima e dopo 

OGTT e non è stata rilevata nessuna alterazione degli indici di IR e secrezione. Inoltre, nel nostro 

studio, la riduzione dei livelli di BVR-A correla con un aumento della glicemia nel corso dell'OGTT, 

sebbene entro intervalli fisiologici, ed è positivamente associata a DI, che stima la capacità secretoria 

dell'insulina aggiustata per l’IR, e con CIR30, che stima la secrezione delle cellule beta. Sulla base di 

questi dati è possibile ipotizzare che l'iper-attivazione del segnale insulinico, accompagnata da una 

maggiore espressione e traslocazione di GLUT4, possono preservare lo stato euglicemico senza 

aumentare la secrezione insulinica. L’alterazione della BVR-A può determinare inizialmente l'iper-

attivazione del segnale, favorendo il mantenimento di una normale regolazione del metabolismo 

glicemico, mentre successivamente può portare allo sviluppo di IR. A tal proposito, nei soggetti obesi 

la riduzione dei livelli di BVR-A si associa a caratteristiche cliniche strettamente correlate all’IR quali 
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la presenza di sindrome metabolica, NAFLD e infiammazione del TA. I nostri dati sono in linea con 

le precedenti osservazioni di Marmarosh e collaboratori che hanno dimostrato come, in cellule 

embrionali renali umane, la perdita di BVR-A aumenta nel breve termine l'assorbimento di glucosio 

mediato dall’insulina, mentre a lungo termine si associa allo sviluppo di IR (Lerner-Marmarosh N et 

al. 2005). Inoltre, topi knock out per BVR-A epatica, sottoposti a dieta ad alto contenuto di grassi, 

mostrano elevati livelli plasmatici di glucosio e di insulina, aumentato accumulo intra-epatico di lipidi 

e alterazioni del segnale insulinico a livello di GSK-3β e Akt, indicativi di una condizione di IR 

(Hinds TD et al., 2016).  

È interessante notare che in un sottogruppo di sette soggetti obesi sottoposti a chirurgia bariatrica e 

rivalutati 6 mesi dopo l'intervento, i nostri dati mostrano un recupero dei livelli di BVR-A 

accompagnato da un rispristino del segnale insulinico. Questi risultati confermano l'associazione tra 

alterazione di BVR-A, obesità e IR, sebbene derivino da un piccolo campione e andrebbero 

ulteriormente validati su un più ampio numero di soggetti. 

Il nostro studio ha inoltre dimostrato, per la prima volta nell'uomo, che in soggetti obesi, ridotti livelli 

di espressione di BVR-A nel TA si associano a marcata infiammazione locale e sofferenza 

adipocitaria alla biopsia omentale, indicata da una maggiore espressione di IL-8 e Caspase 3. È 

interessante notare che un recente studio condotto su modelli murini di obesità ha dimostrato che il 

knock out di BVR-A a livello adipocitario si associa ad aumentato accumulo di grasso viscerale, ad 

una maggiore dimensione degli adipociti e alla presenza di infiammazione locale più pronunciata 

(Stec DE et al., 2020). Allo stesso modo, nel nostro studio abbiamo dimostrato che una minore 

espressione di BVR-A nel TA correla con la presenza, a livello locale, di marcatori di disfunzione del 

TA. I nostri risultati sono in accordo anche con precedenti osservazioni che dimostrano un aumento 

significativo della caspasi 3 in diversi tipi di cellule in cui è stato indotto il silenziamento di BVR-A 

(Zhang M et al., 2017). Inoltre, è interessante notare che in topi knock out per BVR-A nelle cellule 

tubulari renali, il trattamento con acido palmitico determina un aumento dell’accumulo intracellulare 

di lipidi e della caspasi 3 attivata, rispetto ai wild-type (Adeosun SO et al., 2018). 

Nel nostro studio, una ridotta espressione di BVR-A nel TA si associa alla diagnosi istologica di 

NAFLD e alla sua gravità. Inoltre, i nostri dati preliminari, ottenuti su biopsie di tessuto epatico, 

dimostrano che i livelli di espressione epatica di BVR-A correlano direttamente con caratteristiche di 

alterazione e infiammazione del tessuto epatico, espresse mediante Brunt e Nas Score. I nostri dati, 

insieme alle evidenze scientifiche sovra-citate riguardo lo sviluppo di steatosi epatica severa 

riscontrato da Hinds e collaboratori in modelli murini knock out per BVR-A epatica (Hinds TD et al., 

2016) suggeriscono una stretta associazione tra BVR-A e alterazioni morfo-funzionali dei tessuti 

insulino-sensibili in corso di obesità. Inoltre, diversi studi hanno dimostrato che la bilirubina, il 
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prodotto finale dell'attività enzimatica di BVR-A (Kapitulnik J et al., 2009), è in grado di proteggere 

dallo sviluppo di patologie epatiche, probabilmente attivando il PPAR-α, responsabile del trasporto 

e della β-ossidazione degli acidi grassi a livello perossisomiale e mitocondriale (Kapitulnik J  et al., 

2009; Hinds TD et al., 2016; Hinds TD et al., 2016; Stec DE et al., 2016).  

Nell’insieme i nostri dati permettono di identificare la BVR-A come un possibile fattore di 

regolazione del messaggio insulinico, la cui alterazione, strettamente associata alla presenza di 

sindrome metabolica, NAFLD e infiammazione del TA, potrebbe rappresentare un nuovo 

meccanismo alla base dell’insorgenza di IR. Inoltre, sulla base dei nostri risultati e dei dati presenti 

in letteratura, e considerando il ruolo antinfiammatorio della BVR-A, possiamo ipotizzare che la 

BVR-A sia impegnata nella regolazione dell'omeostasi del TA e che la sua compromissione potrebbe 

essere coinvolta nei processi infiammatori che si verificano nel TA in corso di obesità. 

 

CONCLUSIONI  
 

Gli studi sperimentali condotti per questa tesi hanno indagato le alterazioni del segnale insulinico in 

relazione alla presenza di obesità e sindrome metabolica, dimostrando che i soggetti obesi presentano 

iper-attivazione di tutto il segnale insulinico associata ad alterazioni dei livelli periferici di BVR-A, 

che agisce come fattore di regolazione a monte della cascata insulinica stessa. La compromissione di 

BVR-A è inoltre associata alla presenza di un fenotipo peculiare, caratterizzato da sindrome 

metabolica, NAFLD e infiammazione del TA. In questo contesto, è stato interessante notare che dopo 

chirurgia bariatrica si ha un ripristino dell’espressione e dell’attività di BVR-A insieme ad un 

recupero di tutto il segnale insulinico. Sulla base di questi dati è possibile ipotizzare che l’alterazione 

di BVR-A possa rappresentare un nuovo meccanismo precoce alla base dell’IR nei soggetti obesi. 

Inoltre, questo studio ha indagato l'espressione della BVR-A nel TA, dimostrando che la riduzione 

locale dell'espressione di BVR-A si associa alla presenza di infiammazione del TA e confermando 

pertanto le evidenze scientifiche precedentemente ottenute in modelli animali.  

In conclusione, i nostri dati forniscono un importante contributo per la comprensione di nuovi 

potenziali meccanismi fisiopatologici alla base della compromissione metabolica e 

dell'infiammazione del TA che si verificano nei soggetti obesi, suggerendo un possibile 

coinvolgimento della BVR-A non solo nella regolazione del segnale insulinico ma anche nella 

regolazione dell'omeostasi del TA e dei processi infiammatori in presenza di obesità. 
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