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REVIEW

DALLOBESITA ALLA RESISTENZA
INSULINICA: IL RUOLO DeGLI FFA

From obesity to insulin resistance:
the role of FFA

CRISTIANO CAPURSQ', ANTONIO CAPURSO?
'Universita degli Studi di Foggia, ?Universita degli Studli di Bari

SUMMARY

The first cause leading to insulin resistance and DM is the increase in fat mass and obesity, particu-
larly the intra-abdominal fat accumulation.

Contrary to the previous knowledge that adipogenesis ceases early in the life with a fixed number of
adipocytes, fat cells experience a dynamic process of turnover by which mesenchymal cells undergo
lineage commitment, pre-adipocyte proliferation and terminal differentiation into mature adipocytes.
During positive caloric balance, adipocytes undergo initial hypertrophy, which elicits cellular signal-
ing for the recruitment, proliferation and differentiation of new fat cells. If new adipogenesis is im-
paired, as is the case of metabolic syndrome, existing fat cells undergo excessive hypertrophy causing
pathogenic adipocytes and adipose tissue endocrine and immune responses.

Preferential site of fat accumulation is the abdominal- perivisceral region due to specific characteris-
tics of this fat, particularly an excess of glucocorticoid activity which promote accumulation of adipose
tissue. Moreover, visceral adipose tissue adipocytes is more metabolically active and more sensitive
to lipolysis, due to increased number and activity of 3-adrenoceptors and, partly, to a reduced activ-
ity of o2-adrenoceptors. As a consequence, more FFA are released into the portal system. Finally, the
density of insulin receptors in visceral adipose tissue is lower than in subcutaneous adipose tissue and
this makes the abdominal visceral adipose tissue more sensitive to lipolytic stimuli than subcutaneous
fat and less sensitive to the inhibitory action of insulin and consequently more insulin-resistant.

The obese adipose tissue is characterized by inflammation and progressive infiltration by macro-
phages as obesity develops. According to a proposed timing of adipose tissue inflammatory steps in
obesity, hypertrophic adipocytes begin to secrete low levels of TNF-a, which stimulates preadipo-
cytes and endothelial cells to produce MCP-1 responsible for attracting macrophages to adipose tis-
sue. Secretion of numerous cytokines and adipokines by adipose tissue has led to the view that obese
individuals are characterized by a state of chronic low-grade inflammation, and that this links causally
to the insulin resistance, hyperlipidaemia and the metabolic syndrome .

Insulin signaling is prompted through phosphorylation of tyrosine residues in several substrate, start-
ing from autophosphorylation of the B-subunit of insulin receptor and of IRS 1-4. The stop signaling for
insulin receptor comes: a) from insulin itself as negative feedback, or: b) by other factors, particularly
excess of circulating FFA or TNF-o. These substrates activate a mechanism of serine phosphorylation
of IRS 1-2, which is responsible for IRS-1 blocking and for the occurrence of insulin resistance through
interrupting IRS/insulin receptor interaction and promoting IRS-1 protein degradation.

Also TNF-a inhibits insulin receptor activity. The inhibitory effect of TNF-a on insulin signaling is
mediate by a double mechanism of serine-phosphorylation and tyrosine-dephosphorylation of IRS-1
leading to its inactivation and degradation, and subsequent stop signaling for insulin receptor.
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Introduzione

Lobesita, una concreta minaccia della
salute della popolazione mondiale, € una
condizione patologica correlata con nume-
rose malattie metaboliche. Solo negli Stati
Uniti il 66% degli adulti & sovrappeso ed
il 32% é francamente obeso (1). Nei paesi
occidentali 'obesita € in genere correlata
con uno stile di vita sedentario e con l'in-
vecchiamento.

La condizione patologica che piu fre-
quentemente si associa all’eccesso di adi-
pe, particolarmente I'eccesso di adipe in
sede addomino-viscerale, & la “Sindrome
Metabolica”, una costellazione di proble-
mi fisiopatologici che comprende I'obesita
viscerale, linsulino-resistenza, lalterato
metabolismo del glucosio o il diabete mel-
lito franco, l'ipertensione arteriosa e una
forma di dislipidemia aterogena, cui spes-
so si associa anche uno stato protromboti-
co e pro-inflammatorio ed una condizione
di steatosi epatica non alcolica (NAFLD)
(2-4). Ciascuno di questi fattori determina
un significativo aumento del rischio di car-
diopatia ischemica e di stroke (5-7).

Nell’ambito di questi problemi metabo-
lici, 'insulino-resistenza € senza dubbio il
problema metabolico pitt importante con-
nesso all’eccesso di adipe e che determina
pressoché costantemente l'insorgenza del
diabete mellito tipo 2.

Linsulino-resistenza ¢ definita una
inadeguata risposta degli organi-target
dell'insulina (muscolo striato, fegato e tes-
suto adiposo) agli effetti fisiologici dell'in-
sulina. Le conseguenze di questa riduzio-
ne della sensibilita insulinica sono:

1) ridotta captazione insulino-mediata di
glucosio nel muscolo striato;

2) ridotta inibizione insulino-mediata della
produzione di glucosio da parte del fe-
gato;

3) una significativa riduzione della capaci-

ta dell'insulina di inibire la lipolisi del

tessuto adiposo.

La causa primaria dell'insorgenza della
resistenza insulinica e del diabete melli-
to € senza dubbio 'aumento della massa
grassa, particolarmente a livello addomi-
no-periviscerale (8).

Verranno ora considerati:

a) i meccanismi fisiopatologici legati
all'adipogenesi e all'accumulo di adipe;

b) le conseguenze dell’aumentata lipolisi e
dell’eccesso di acidi grassi liberi (FFA)
circolanti sull’attivita del recettore insu-
linico.

Adipogenesi € accumulo
di tessuto adiposo

Il tessuto adiposo ¢ formato da adipo-
citi che rappresentano la quasi totalita
delle cellule di questo tessuto. Gli adipo-
citi sono circondati da tessuto connettivo,
collagene, nervi e vasi sanguigni. La fine
impalcatura che sostiene il tessuto adipo-
so contiene anche cellule della frazione va-
scolare stromale rappresentate da cellule
staminali mesenchimali, fibroblasti, prea-
dipociti, precursori di cellule endoteliali,
cellule muscolari lisce, cellule del sangue
e cellule immunitarie (9-11).

Le cellule staminali mesenchimali pre-
senti nel tessuto adiposo, di derivazione
mesodermica, possono differenziarsi in
mioblasti, osteoblasti, condroblasti, teno-
blasti, cellule stromali midollari, cellule
simil-neuronali, ma soprattutto in cardio-
miociti, angiociti e adipociti. Per la loro
comune origine embrionale, i depositi di
grasso in sede perivascolare ed epicar-
dica-pericardica condividono pertanto le
stesse caratteristiche metaboliche ed in-
fiammatorie del grasso addomino-perivi-
scerale (12). Contrariamente a quanto si
pensava in passato, cioé che 'adipogenesi
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cessa precocemente dopo la nascita, per
cui il numero degli adipociti resta stabile e
fisso, € stato invece osservato che gli adi-
pociti vanno incontro ad un continuo tur-
nover dinamico con una linea cellulare di
cellule mesenchimali programmata verso
i preadipociti, che proliferano ed evolvono
in adipociti maturi (11). E stato calcolato
che ogni anno il 10% delle cellule adipose
adulte va incontro a turnover, cioé ad un
vero e proprio ricambio, in modo del tutto
indipendente dall'indice di massa corpo-
rea, cioée sia in soggetti magri che grassi
(13).

In fase di bilancio calorico positivo, gli
adipociti vanno incontro inizialmente ad
ipertrofia, fenomeno che innesca un se-
gnale cellulare per il reclutamento, proli-
ferazione e differenziazione di nuove cel-
lule adipose. Se questa neo-adipogenesi
da pre-adipociti € bloccata, come avviene
nella sindrome metabolica, I'impossibilita
di depositare e conservare questo ecces-
so energetico in adipociti neoformati de-
termina la neodeposizione di grasso negli
adipociti esistenti, provocandone una note-
vole ipertrofia; ne consegue una profonda
disfunzione di questi adipociti che metto-
no in atto risposte endocrine ed immuno-
logiche (14). La mancata proliferazione e
differenziazione delle cellule adipose del
sottocutaneo oltre che indurre una ecces-
siva ipertrofia e disfunzione degli adipociti
esistenti favorisce la deposizione di gras-
so anche in sedi ectopiche, cioé in sede
intra-addominale, in sede perimuscolare
e perivascolare, in sede pericardica e pe-
riostale (15). Il grasso pericardico e peri-
vascolare puo avere effetti patogeni diretti
sul miocardio, sulle coronarie e sui vasi
periferici, poiché determina una abnorme
secrezione locale di fattori vasoattivi e pro-
infiammatori che favoriscono l'instabilita
delle lesioni ateromasiche e altri problemi
cardiovascolari.

Laccumulo di grasso periviscerale

Per definizione la sindrome metabolica
€ caratterizzata da un accumulo primario
di tessuto adiposo in regione addominale
e periviscerale. Il tessuto adiposo viscerale
(VAT) si localizza primariamente intorno
all'intestino, nel mesentere, nell’omen-
to, nelle regioni perirenali e drena i suoi
prodotti direttamente al fegato attraverso
il circolo portale. Anche se la complessa
fisiopatologia del VAT non € stata ancora
completamente chiarita, € comunque noto
che gli adipociti del VAT sono metabolica-
mente molto piu attivi, pitt sensibili alla li-
polisi e pit insulino-resistenti rispetto agli
adipociti del tessuto adiposo sottocutaneo
(SCAT). Per contro, gli adipociti SCAT
sono molto piu avidi di FFA circolanti, che
essi captano in grande quantita trasfor-
mandoli in trigliceridi che vengono poi de-
positati al loro interno (16).

Contrariamente a quanto accade agli
adipociti SCAT, T’attivita metabolica degli
adipociti VAT e fortemente regolata da al-
cuni suoi peculiari componenti fisico-chi-
mici, particolarmente 'elevato numero di
recettori glucocorticoidei e p-adrenergici
e il ridotto numero di recettori insulinici

(IR).

1 recettori dei glucocorticoidi

L’accumulo di tessuto adiposo € regola-
to in larga misura dagli ormoni steroidei.
Gli ormoni glucocorticoidi, soprattutto
il cortisolo, promuovono l'accumulo di
tessuto adiposo in sede intra-addominale
(17). E stato infatti dimostrato che il VAT
va incontro ad un accumulo sia relativo
che assoluto di adipe perché contiene un
cospicuo numero di recettori dei gluco-
corticoidi, di ben quattro volte superiore
rispetto al SCAT (17).

Il progesterone, al contrario, agisce da
antagonista del recettore per i glucocorti-
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coidi bloccando quindi I'attivita glucocor-
ticoidea nel tessuto adiposo. Questi dati
suggeriscono che nella pre-menopausa il
progesterone protegge le donne dall’accu-
mulo di grasso intra-addominale promos-
so dal cortisolo. Per contro, donne in post-
menopausa e uomini, entrambi con bassi
valori di progesterone, subiscono I'effetto
metabolico del cortisolo sulla deposizione
di VAT e manifestano in eta adulta-senile
una tendenza ad accumulare grasso pre-
ferenzialmente in regione addominale e
periviscerale. Uaccumulo di VAT ¢ anche
ascrivibile ad altri effetti dei glucocorticoi-
di, quali 'aumento dell’appetito, 'aumento
degli adipociti differenziati (maturi) e la
riduzione della proliferazione degli adipo-
citi, tutti effetti indotti dai glucocorticoidi
(18). Pertanto, in una tale situazione meta-
bolico-ormonale, 1a massa di VAT tende ad
aumentare significativamente e gli adipo-
citi del VAT tendono a diventare spiccata-
mente ipertrofici (19).

Recettori adrenergici B, e o,

I1 processo di mobilizzazione del grasso
dagli adipociti avviene mediante idrolisi
dei trigliceridi depositati negli adipociti e
successiva immissione in circolo dei pro-
dotti dell'idrolisi cioe degli acidi grassi
liberi (FFA o NEFA). L'ormone-chiave di
tale idrolisi € una lipasi intracellulare, la /-
pasi ormono-sensibile (HSL), una proteina
ormonale particolarmente sensibile alle
catecolamine, adrenalina e noradrenali-
na. Sulla lipolisi, le catecolamine possono
esercitare un duplice effetto:

a) accelerare lalipolisi quando esse intera-
giscono con i recettori f,-adrenergici,;

b) rallentare la lipolisi quando invece inte-
ragiscono con i recettori o, adrenergici.

Sia nell'uvomo che nella donna, la rispo-
sta lipolitica alla noradrenalina, che intera-
gisce con entrambi i recettori, B, e a,, €
molto pitt marcata a livello del grasso vi-

scerale che non a livello del grasso femo-
rale e gluteale (20). E stato osservato che
gli adipociti del grasso viscerale di sogget-
ti obesi sono particolarmente sensibili allo
stimolo noradrenergico mediato dal recet-
tore B,, stimolo che determina una marca-
ta risposta lipolitica (21).

Gli adipociti del grasso viscerale quin-
di posseggono una spiccata sensibilita
del recettore B, adrenergico ed una sua
aumentata affinita per la noradrenalina
(21). Il notevole aumento della attivita -
adrenergica nel VAT e tuttavia legato an-
che al notevole incremento del numero di
tali recettori nei soggetti obesi. Tuttavia,
oltre che all’'aumentata attivita dei recetto-
ri B,-adrenergici, 'aumentata lipolisi degli
adipociti viscerali dipende, sebbene in mi-
sura minore, anche da una ridotta attivita
dei recettori o, adrenergici, antilipolitici.
La conseguenza di tutto cio e che nel cir-
colo portale dei soggetti obesi si ha un ipe-
rafflusso di FFA, cioé una vera e propria
“inondazione portale” di FFA.

I recettori insulinici

Il numero dei recettori insulinici & mol-
to pitt basso nel tessuto adiposo viscerale
(VAT) rispetto al tessuto adiposo sottocu-
taneo (SCAT), per cui il tessuto adiposo
addomino-viscerale risulta essere molto
piu sensibile agli stimoli lipolitici noradre-
nergici e assai meno sensibile agli effetti
anti-lipolitici dell'insulina, rispetto al tes-
suto adiposo sottocutaneo (22). L'insulina,
quindi, inibisce la lipolisi in via preferen-
ziale ed in maniera assai piu efficace nel
piu “insulino-sensibile” tessuto adiposo
sottocutaneo, lasciando in tal modo il tes-
suto adiposo viscerale molto pilt esposto
all'azione delle catecolamine (19). Altri
fattori tuttavia intervengono nel ridurre
la funzione metabolica dei recettori insu-
linici del VAT, quali la cronica elevazione
degli FFA circolanti e T'azione di alcune
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citochine infiammatorie, particolarmente
il TNF-a.

Laumentata produzione e liberazione
di FFA da parte del VAT, essenzialmen-
te legata all’eccesso di lipolisi promosso
dall’aumentata attivita locale dei recet-
tori B, adrenergici, ha un ruolo cruciale
nell’avvio della disfunzione del recettore
insulinico del VAT e nella conseguente in-
sorgenza di resistenza insulinica primaria-
mente nel VAT

Verranno descritti ora i meccanismi
dell’accumulo di tessuto adiposo viscera-
le, I'inflammazione “low grade” di questo
tessuto adiposo, la struttura e la funzione
del recettore insulinico e gli effetti degli
FFA e del TNF-a sulla attivita del recetto-
re insulinico.

Linfiammazione "low grade”
del tessuto adiposo

Per definizione, il tessuto adiposo del
soggetto obeso € caratterizzato da un la-
tente stato di infiammazione cronica, la
“low grade inflammation” e da una infiltra-
zione di macrofagi che aumenta col pro-
gredire dell’'obesita.

I1 tessuto adiposo, lungi dal rappresen-
tare un mero deposito energetico, possie-
de anche importanti funzioni endocrine
per cui secerne numerosi ormoni, fra cui
particolarmente la Leptina, la Adiponecti-
na e ’'MCP-1 (Monocyte Chemoattractant
Protein-1), oltre a numerosi altri fattori
proteici denominati adipicitochine o pil
brevemente adipochine. Questo insieme
di adipochine, I'Adipokinoma, compren-
de anche proteine che intervengono nel
metabolismo lipidico, nella sensibilita in-
sulinica, nel sistema del Complemento,
nell'ipertensione arteriosa e nell’angioge-
nesi, e comprende anche un cospicuo nu-
mero di citochine infiammatorie [TNFa,

interleuchina (IL)-1p, IL-6, IL-8, IL-10,
TGF- (Transforming Growth Factor-f),
NGF (Nerve Growth Factor)], e fattori
della risposta della fase acuta [PAI-1 (Pla-
sminogen Activator Inhibitor-1), Aptoglobi-
na e SAA (Serum Amyloid A)] (11, 23).

L’aumento della sintesi e dei livelli cir-
colanti di queste adipochine e citochine
inflammatorie nei soggetti obesi ha por-
tato a concludere che il tessuto adiposo
dei soggetti obesi ¢ affetto da uno stato
inflammatorio cronico latente (low grade
inflammation) che a sua volta e responsa-
bile dell'insorgenza di insulino-resistenza,
di iperlipidemia e della Sindrome Metabo-
lica (23-25). Lo shilancio che si determina
fra adipochine pro- ed anti-infiammatorie
nel grasso addomino-periviscerale del
soggetto obeso contribuisce in modo de-
terminante all'insorgenza di molti aspetti
della Sindrome Metabolica (26, 27).

Un aspetto interessante di questo profi-
lo inflammatorio € che esso viene attivato
e ha luogo esclusivamente nel tessuto adi-
poso (28, 29). Tuttavia, mentre si conosce
bene il ruolo degli adipociti nei processi
metabolici, ancora poco si conosce del
ruolo degli adipociti nella inflammazione.
Molti dati hanno dimostrato che il tessu-
to adiposo del soggetto obeso ¢ marcata-
mente infiltrato da macrofagi, che mostra-
no di partecipare attivamente al processo
inflammatorio nel tessuto adiposo (30-32).

In animali da esperimento é stato osser-
vato che i geni che presiedono la sintesi e
la secrezione di quei fattori che attraggono
macrofagi nel tessuto adiposo e che dan-
no origine all'inflammazione sono espres-
si nel tessuto adiposo del soggetto obeso
assai prima della comparsa dell'insulino-
resistenza, il che confermerebbe che i
macrofagi sono una importante fonte di
infiammazione del tessuto adiposo, con-
nessa alla resistenza insulinica (30-32).

La maggior parte di questi macrofagi
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Figura | - Il tessuto adiposo del soggetto obeso ¢ caratterizzato da un latente stato inflammatorio (low grade
inflammation) e da una infiltrazione di macrofagi, fenomeni che aumentano progressivamente col progredire
dell'obesita. Vi &€ unanime accordo sul dato che il tessuto adiposo del soggetto obeso ¢ infiltrato da macrofagi
che partecipano attivamente all'instaurarsi di una condizione infiammatoria del tessuto adiposo stesso. Nella
cronologia degli eventi, gli adipociti ipertrofici iniziano a secernere piccole quantita di TNF-a, che stimola i
preadipociti a secernere a loro volta MCP-1 (monocyte chemoattractant protein 1) (31). Anche le cellule endo-
teliali, stimolate dal TNF-o, secernono MCP-1. Quindi, preadipociti e cellule endoteliali, secernendo attivamen-
te MCP-1, sono i responsabili primari della iniziale infiltrazione di macrofagi nel tessuto adiposo. Una volta
penetrati nel tessuto adiposo ed attivatisi localmente, i macrofagi, in sinergia con gli adipociti e ad altre cellule
innescano e perpetuano un circolo vizioso di reclutamento di altri macrofagi, di produzione di citochine infiam-
matorie e di compromissione delle funzioni degli adipociti. Le citochine infiammatorie IL-6, IL-18 e TNF-o. at-
tivano le serin-kinasi JNK e IKK, che promuovono la serin- fosforilazione di IRS-1 (serina 307-312). La serin-
fosforilazione di IRS-1 € responsabile della disattivazione di questo complesso, del suo distacco dal recettore
insulinico e del conseguente blocco funzionale del recettore insulinico e della trasmissione del segnale insuli-
nico stesso. Questo meccanismo molecolare promuove l'insulino-resistenza negli adipociti ed ha inizio nel
tessuto adiposo peri-viscerale.

Macrofagi

che infiltrano il tessuto adiposo € di origi-
ne midollare (30).

La tempistica della infiammazione del
tessuto adiposo (Figura 1) inizia con
lI'ipertrofia degli adipociti che, in tale ab-
norme condizione anatomica e metaboli-
ca, cominciano a secernere TNF-a che, a
sua volta, stimola i preadipociti a secerne-
re MCP-1 (31). Anche le cellule endoteliali
subiscono lo stimolo del TNF-a e secerno-
no MCP-1. Pertanto, preadipociti e cellu-
le endoteliali, secernendo in via primaria

MCP-1, attraggono attivamente macrofagi

nel tessuto adiposo (Figura 1).

Con I'aumento della massa adiposa, nu-
merosi altri fattori concorrono poi nello
stimolare il reclutamento, I'adesione e l'in-
filtrazione di nuovi macrofagi nel tessuto
adiposo:

a) I'aumentata secrezione di Leptina e la
ridotta secrezione di Adiponectina sti-
mola il reclutamento di macrofagi (33)
e la loro adesione alle cellule endotelia-
li (34).
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b) la condizione di iperinsulinemia con-
corre in modo determinante nel reclu-
tamento e adesione di monociti-macro-
fagi da parte delle cellule endoteliali,
attraverso una aumentata produzione
di VCAM-1 (vascular cell adhesion mo-
lecule -1) (35).

c) il danno endoteliale causato dall’au-
mento dello “shear stress” o dal danno
ossidativo indotto dall’aumento degli
FFA circolanti favorisce anch’esso il
reclutamento di macrofagi, in modo
analogo a quanto avviene nell’atero-
sclerosi.

d) anche l'aumentata espressione da par-
te del tessuto adiposo di un altro fatto-
re, il “receptor chemokine (C-C motif)
receptor (CCR)-2”, risulta coinvolta nel
reclutamento di monociti-macrofagi da
parte del tessuto adiposo (36).
Qualunque sia il fattore causale iniziale,

i macrofagi che infiltrano il tessuto adi-

poso, in sinergia con gli adipociti ed altre

cellule locali, perpetuano il circolo vizioso

del reclutamento di nuovi macrofagi e di

secrezione di citochine infiammatorie, che

a loro volta perpetuano la grave disfunzio-

ne degli adipociti.

Uattivita del recettore insulinico

Per comprendere il ruolo degli FFA e
di altri fattori nell'instaurarsi dell'insulino-
resistenza occorre considerare la struttu-
ra del recettore insulinico e la sua attivita
metabolica (Figura 2).

I1 recettore insulinico che fa parte del-
la grande famiglia dei recettori “tirosin-
chinasi”, € un recettore trans-membrana
attivato dall'insulina (37). Il recettore in-
sulinico € una proteina etero-tetramerica
formata da una coppia di due sub-unita in
posizione extracellulare, le “a-subunits”, e
una coppia di due sub-unita in posizione

transmembrana, le “B-subunit” (38). Que-
ste sub-unita sono connesse fra loro da
ponti sulfidrilici. I recettori “tirosin-kina-
si”, dei quali appunto fa parte il recettore
insulinico, svolgono la loro attivita deter-
minando 'acquisizione di un gruppo fosfo-
rico da parte di residui tirosinici presenti
in determinati substrati proteici all'interno
della cellula. Quando l'insulina si lega al
recettore insulinico, il primo substrato ad
essere fosforilato dal segnale insulinico e
la “B-subunit” transmembrana della recet-
tore insulinico stesso, con un meccanismo
di autofosforilazione (38). Questa prelimi-
nare autofosforilazione del recettore insu-
linico serve ad attivare determinati siti di
ancoraggio sulla “B-subunit”’ che legano al-
tri substrati, innanzitutto il complesso IRS
1-4 Ginsulin receptor substrate 1-4). Pertan-
to il “binding” extracellulare dell'insulina
al recettore insulinico induce il “binding”
intracellulare del complesso IRS 1-4 alla
sub-unita f (B-subunit) del recettore insu-
linico, a livello dei domains “src homology
2” (SH2).

Con l'ancoraggio del complesso IRS al
recettore insulinico, numerosi residui ti-
rosinici del complesso IRS vengono a loro
volta fosforilati attraverso una reazione di
fosforilazione che si propaga a cascata. I
complessi proteici IRS-1 e 2, una volta fo-
sforilati, fungono essi stessi da ancoraggio
per altri substrati proteici intracellulari
contenenti il domain SH2. In questo modo,
il complesso IRS 1 diventa un attivatore di
molte protein-chinasi che hanno funzioni
di “segnale di sistema”. Fra queste protein
chinasi la pitt importante & la fosfatidil-
inositolo-3-fosfato (PISK = phosphatidyli-
nositol-3-kinase) (Figura 2) che converte
il fosfatidil-inositolo 3,4 bifosfato [PI(3,4)
P2] in fosfatidilinositolo 3,4,5 trifosfato
[PI(3,4,5)P3]. Questi nucleotidi servono
per ancorare sulla superficie della mem-
brana plasmatica altre protein-chinasi si-
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Figura 2 - Quando la molecola dell'insulina si lega al recettore insulinico, si avvia un processo di autofosfo-
rilazione del recettore, per cui la parte intracellulare del recettore insulinico (la subunita-f) viene fosforilata a
livello dei residui tirosinici ad opera di protein-chinasi presenti nello stesso recettore insulinico. Questo feno-
meno innesca a sua volta un processo di fosforilazioni a cascata. La fosforilazione del complesso IRS-1 e 2 de-
termina a sua volta 'ancoraggio e I'attivazione della fosfatidil-inositolo 3-kinasi (PI3K) che a sua volta fosforila
il fosfatidilinositolo 3,4 bifosfato ([PI(3,4)P2] convertendolo in fosfatidil-inositolo 3,4,5 trifosfato [PI1(3,4,5)P3].
Questi nucleotidi agiscono come sedi di ancoraggio per alcune protein-chinasi, ancorandole alla membrana
cellulare. I1 [PI(3,4,5)P3] ancorato alla membrana plasmatica lega la chinasi PDK-1 (phosphoinositol- dependent
kinase-1) che a sua volta determina la fosforilazione della protein-chinasi B, denominata anche AKT, e la sua
conseguente attivazione. La AKT attivata e responsabile di numerosi effetti metabolici dell'insulina a livello del
tessuto adiposo, tessuto muscolare, fegato e pancreas.

tuate a valle della cascata metabolica. La
pit importante di queste € senza dubbio
la chinasi AKT. Questa chinasi, nota anche
come “protein chinasi B”, ha un ruolo fon-
damentale sugli effetti metabolici dell'in-
sulina, quali la traslocazione del trasporta-
tore di glucosio GLUT4 dal citoplasma alla
membrana cellulare, la sintesi di glicoge-
no, la sintesi proteica e I'effetto anti-lipoli-
tico esercitato dall'insulina sul tessuto adi-
poso (39, 40) (Figura 2). La traslocazione
del GLUT4 sulla membrana cellulare nei
tessuti insulino-sensibili, ed in particolare

nel muscolo striato e nel tessuto adiposo,
determina un netto incremento della cap-
tazione di glucosio da parte di questi tes-
suti (41).

“Spegnimento” fisiologico del recettore insu-
linico

Il recettore insulinico, dopo essere stato
attivato dall'insulina ed aver avviato i pro-
cessi di fosforilazione a cascata, deve esse-
re rapidamente disattivato. Occorre sottoli-
neare che l'attivazione operata dal segnale
insulinico avviene fondamentalmente at-
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Figura 3 - Gli FFA, nella loro forma attivata (fatty acyl-CoA) sono metabolizzati attraverso due vie, 'ossida-
zione o la deposizione nel tessuto adiposo. Quando il flusso degli FFA eccede le capacita metaboliche di queste
due vie, come generalmente accade nell’obesita, gli FFA ed i loro metaboliti intermedi [acido linoleico, diacil-
glicerolo (DAG), acido fosfatidico (PA), acido lisofosfatidico (LPA), ceramide] si accumulano nella cellula ed
attivano (fosforilano) la fosfochinasi-C-Theta (PKC-0). La PKC-0O fosforilata a sua volta attiva a cascata due
serin-chinasi la JNK (c-JUN NH2-terminal kinase) e la IKK (inhibitor kappaB kinase). Le due kinasi JNK e IKK
silegano al substrato IRS-1 e ne promuovono la fosforilazione della serina (serina 307 nell'uomo, serina 312 nei
roditori). La serin-fosforilazione rappresenta un segnale di stop, per cui il complesso IRS-1 serin-fosforilato si
blocca e si distacca dal recettore insulinico interrompendo l'interazione fra IRS-1 e recettore insulinico, per cui
si ha I'interruzione del segnale insulinico e I'insorgenza della insulino-resistenza.

traverso un meccanismo di fosforilazione
delle TIROSINE (tirosin-fosforilazione)
dei substrati a valle, mentre la disattivazio-
ne del segnale avviene mediante un mec-
canismo di fosforilazione delle SERINE
(serin-fosforilazione) dei substrati.

E la stessa insulina che, dopo aver attiva-
to il recettore insulinico, si fa carico di spe-
gnere il segnale del recettore disattivando
il complesso IRS-1 mediante il meccani-
smo della serin-fosforilazione (38). Infatti,
dopo aver attivato il recettore insulinico e
la cascata degli eventi tirosin-fosforilativi,
I'insulina determina la traslocazione sulla
membrana cellulare e la conseguente at-
tivazione di una serin-chinasi, la isoforma
Theta della Protein-Kinase C (PKC-0),

che € nota essere negativamente associa-
ta alla sensibilita insulinica cellulare (42,
43). La PKC-0, attivata (fosforilata) con un
meccanismo di autofosforilazione, si lega
al complesso I'IRS-1 che viene a sua volta
fosforilato a livello della serina (serinagg;
nei roditori e serinag;» nell'uomo) (44). Il
complesso IRS serin-fosforilato si distacca
dal recettore insulinico e viene degrada-
to dal sistema del proteasoma (38). In tal
modo, il recettore insulinico viene “spen-
to” e successivamente degradato.

Sono stati descritti anche altri meccani-
smi di feedback negativo sul segnale insu-
linico. Come si é detto, quando parte il se-
gnale insulinico, il complesso IRS-1 viene
tirosin-fosforilato da parte del recettore in-
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sulinico; a sua volta I'IRS-1 attiva la cascata
metabolica della PI3-kinase; quest’'ultima
pero, provvede anche alla fosforilazione
della serinasy; di IRS-1, bloccando in tal
modo il processo di tirosin-fosforilazione
di IRS1 operato dal recettore insulinico e
quindi la propagazione del segnale insu-
linico (45). Malgrado la complessita del
segnale insulinico, vi € accordo sul fatto
che la fosforilazione dei residui di serina/
treonina di IRS-1 blocca l'ulteriore tirosin-
fosforilazione dello stesso IRS-1 da parte
del recettore insulinico, bloccando in tal
modo la propagazione del segnale a casca-
ta attivato all’'origine dal binding dell'insuli-
na al recettore insulinico e “spegnendo” in
tal modo lattivita del recettore stesso (38).

Linterruzione patologica del segnale
del recettore insulinico

Con Tinsorgere dell’obesita, i mecca-
nismi che regolano l'attivita del recettore
insulinico vengono seriamente alterati da
fattori che avviano le reazioni di “spegni-
mento” dell’attivita del recettore. Tra i vari
fattori che intervengono in questa opera di
“spegnimento”, I'eccesso di FFA circolanti
e lipersecrezione di TNF-a appaiono ave-
re un ruolo dominante (Figura 3).

FFA ed inattivazione del recettore
insulinico

E noto da tempo che I'eccesso di FFA fa-
vorisce l'insorgenza di insulino-resistenza
(46). Gli FFA, secondo numerosi studi, de-
terminerebbero insulino-resistenza con un
meccanismo di inibizione del segnale insu-
linico, circostanza che verrebbe a determi-
narsi per attivazione della cascata fosforila-
tiva indotta da alcune serin-kinasi (47).

Come si e detto, 'obesita addomino-

viscerale determina un iperafflusso di FFA
in circolo, con un conseguente incremento
della captazione di FFA da parte del tessuto
muscolare, del fegato e del tessuto adiposo.
FFA attivati (es. fatty-acyl-CoA) vengono
normalmente metabolizzati attraverso due
vie: ossidazione o deposizione (Figura 3).
Quando pero liperafflusso di FFA eccede
le capacita metaboliche di queste due vie,
gli FFA e i loro metaboliti [acido linoleico,
diacil glicerolo (DAG), acido fosfatidico
(PA), acido lisofosfatidico (LPA), cerami-
de] si accumulano nei tessuti ove determi-
nano l'attivazione di alcune serin-kinasi che
a loro volta, come si € gia detto, agiscono
con una azione di blocco sul segnale insu-
linico. Studi recenti hanno chiarito il ruolo
degli FFA sul processo di inattivazione e
degradazione del recettore insulinico (48).

Gli FFA (es. acido linoleico) o alcuni suoi
metaboliti intermedi (es. DAG, PA, LPA,
ceramide) attivano la serin-chinasi PKC-0,
che viene fosforilata a livello del residuo
treoninasss. Questa serin-chinasi PKC-©
attivata (fosforilata) innesca una reazione
a cascata attivando a sua volta altre due
serin-chinasi, la JNK (c-/JUN NH2-terminal
kinase) e l'inibitore kB-kinase (IKK). Que-
ste due serin-chinasi si legano a loro volta
al complesso IRS-1 determinando la sua fo-
sforilazione a livello della serina [serinas,
nell’'uomo (38), serinaso; nel roditore (49)]
(Figura 3). La fosforilazione della serina
del complesso IRS-1 determina il suo bloc-
co funzionale e la conseguente insorgenza
di resistenza insulinica attraverso il blocco
della interazione fra recettore insulinico e
complesso IRS-1 (50) e la successiva degra-
dazione del complesso IRS-1 (38).

Il recettore insulinico reso inattivo viene
internalizzato nella cellula e catabolizzato
nel comparto lisosomiale. Questo percorso
metabolico ha luogo in molti tessuti, par-
ticolarmente nei miociti, negli epatociti e
negli adipociti (48).



Dall'obesita alla resistenza insulinica: il ruolo degli FFA

TNF-o € segnale insulinico

I1 TNF-0, una citochina infiammatoria
secreta soprattutto dai macrofagi del tes-
suto adiposo (Figura 1), blocca il segnale
insulinico ed induce insulino-resistenza nel
tessuto adiposo dell'uomo interagendo con
il complesso IRS (51, 52). Negli adipociti,
il TNF-a inibisce la tirosin-fosforilazione
indotta dall'insulina sia del recettore insu-
linico sia del complesso IRS-1, ed inoltre
riduce sensibilmente [lattivita insulino-
dipendente del trasportatore del glucosio
GLUT-4. Sul complesso IRS-1, il TNF-a. agi-
sce con un duplice meccanismo:

a) fosforilazione della serinasy; nell'uomo
e serinas;, nei roditori ad opera della se-
rin-chinasi IKK e della p38 MAP kinase
(p38MAPK);

b) defosforilazione della tirosina ad opera
della protein-tyrosine phosphatase 1B
(PTP1B).

Per contro, il blocco della attivita serin-
fosforilasica del IKK operata dai salicilati
ripristina la sensibilita insulinica anche in
presenza di TNF-a (53). I meccanismi me-
tabolici responsabili della riduzione quanti-
tativa e funzionale del complesso IRS sono:
a) fosforilazione dei residui di serina di

IRS-1, che determina la conversione del

complesso IRS-1 in una forma metaboli-

ca che inibisce I'attivita tirosin-kinasica
del recettore insulinico;

b) defosforilazione delle tirosine operata
da specifiche fosfatasi;

c) degradazione del complesso IRS da
parte del proteasoma (54, 55).

Il tessuto adiposo del soggetto obeso
esprime una quantita di mRNA-TNF-a 2,5
volte maggiore di quella del tessuto adipo-
so del soggetto magro. Tuttavia, la quanti-
ta di TNF-a presente in circolo é risultata
essere molto bassa o addirittura non mi-
surabile, per cui si € concluso che piu che
agire in maniera sistemica, il TNF-a agisce

localmente, a livello del tessuto adiposo,
con un meccanismo autocrino o paracrino
o con entrambi questi meccanismi, con pe-
santi effetti sull'insulino-resistenza e sulla
secrezione di IL-6 (56). Per concludere,
quindi, I'effetto inibitorio del TNF-a sul
segnale insulinico € mediato da un duplice
meccanismo, di fosforilazione della serina
e di defosforilazione della tirosina del com-
plesso IRS-1, processi che determinano la
inattivazione di questo fondamentale sub-
strato e la sua degradazione nel comparti-
mento lisosomiale.

Conclusioni

In sintesi, l'attivita del recettore insulini-
co si svolge come segue: I'insulina determi-
na, come primo evento, I'autofosforilazione
dei residui di tirosina della subunita- tran-
smembrana del recettore insulinico, a cui fa
seguito I'attrazione ed ancoraggio alla stes-
sa subunita-f del complesso IRS-1 che cosi
viene a sua volta attivato mediante fosfori-
lazione dei suoi residui di tirosina. Nel “si-
gnalling” insulinico, il complesso IRS svolge
pertanto un ruolo fondamentale, connesso
ai processi di fosforilazione. Il complesso
IRS-1 puo essere tuttavia fosforilato sia a li-
vello dei residui di tirosina sia di serina, con
effetti opposti sul segnale insulinico. La fo-
sforilazione dei residui di “tirosina” di IRS-
1 e il successivo ancoraggio di IRS-1 alla
subunita B transmembrana del recettore
insulinico attiva la cascata fosforilativa del
segnale insulinico nel muscolo, nel fegato
e nel tessuto adiposo. Al contrario, la fosfo-
rilazione dei residui di “serina” di IRS-1 de-
termina I'inattivazione del complesso IRS-1
e la conseguente interruzione del segnale
insulinico, il distacco di IRS-1 dal recettore
insulinico e la sua degradazione nel siste-
ma lisosomiale. Leccesso di FFA circolanti
ha un ruolo esattamente opposto a quello
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dell'insulina, in quanto blocca l'attivita del
recettore insulinico con un meccanismo di
fosforilazione dei residui di sezina del com-
plesso IRS-1ad opera di una serin-chinasi,
la PKC-©, che viene attivata appunto dagli
FFA. La serin-fosforilazione di IRS-1 deter-
mina il suo distacco dal recettore insulinico
ed il conseguente blocco sia dellTattivita
del recettore insulinico sia del complesso
IRS-1, con la successiva degradazione di
questi due substrati nel proteasoma. La
serin-chinasi PKC-O risulta essere croni-
camente attivata nei soggetti obesi per cui
appare essere con ogni probabilita la causa
principale dell'insulino-resistenza nell’obe-
so (48). Per quanto riguarda l'attivazione
delle serin-chinasi, si € visto che il salicilato,
bloccando T'attivazione della serin-chinasi
IKK-g indotta dall’eccesso di FFA, previene
la serin-fosforilazione del complesso IRS-1
e la conseguente inattivazione sia di IRS-
1 sia del recettore insulinico (52). Questa

capacita del salicilato di prevenire il danno
del segnale insulinico da parte degli FFA
identifica nel salicilato il prototipo potenzia-
le di una nuova classe di agenti terapeutici
per linsulino-resistenza ed il diabete tipo
2. Infine, per quanto riguarda la citochina
infiammatoria TNF-a, espressa soprattutto
dai macrofagi residenti nel tessuto adiposo
“inflammato” dei soggetti obesi, questa ci-
tochina inibisce il segnale insulinico bloc-
cando l'attivita del complesso IRS-1 con un
duplice meccanismo:
a) di serin-fosforilazione operata dalla se-
rin-chinasi IKK;
b) di tirosin-defosforilazione indotta dalla
fosfatasi “protein-tyrosine phosphatase
1B” (PTP1B).
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GLOSSARIO

AKT: Active human protein kinase. E una protein chi-
nasi serina/treonina-specifica, denominata anche
protein kinase B (PKB).

DAG: Diacyl glycerol. Digliceride, derivato dal trigliceri-
de per idrolisi (distacco) di un acido grasso.

FFA: Free Fatty Acid. Acidi grassi liberi circolanti, deri-
vanti dalla idrolisi dei trigliceridi.

GLUT-4: Glucose Transporter type 4. Trasportatore del
glucosio (carrier del glucosio) sensibile all’insulina,
situato in fase attiva sulla membrane cellulare.

IKK: Inhibitor kB-kinase. E una serin-chinasi, inibitore
della chinasi kB.

IL-1, IL-6, ecc. Interleukinl, Interleukin 6, etc. Citochi-
ne infiammatorie.

IR: Insulin Receptor. Recettore insulinico.

IRS1-4: Insulin Receptor Substrate 1-4. Chinasi che pro-
muovono la tirosin-fosforilazione di substrati a valle.

JNK: ¢c-JUN NH2-terminal kinase. E una serin-chinasi.

LPA: Lysophosphatidic Acid. Acido lisofosfatidico, me-
tabolita di FFA.

MCP-1: Monocyte Chemoattractant Protein. Citochina
inflammatoria, che recluta monociti

NAFLD: Non Alcoholic Fatty Liver Disease. Steatosi
epatica di origine non alcoolica.

NEFA: Non Esterified Fatty Acids. Acidi grassi non
esterificati, cioe acidi grassi liberi

NGF: Nerve Growth Factor. Fattore di crescita neurona-
le. E una proteina segnale coinvolta nello sviluppo del
sistema nervoso.

PA: Phosphatidic Acid. Acido fosfatidico, metabolita di
FFA.

PAI-1: Plasminogen Activator Inhibitor. Fattore della ri-
sposta della fase acuta.

PKC-6: Protein-Kinase C Theta. E una serin-chinasi, cioe
una chinasi che determina la fosforilazione dei residui
di serina nei substrati, che vengono cosi inattivati.

p38MAPK: p38 MAP kinase. E una serin chinasi.

PTP1B: Protein-tyrosine phosphatase 1B. E una fosfa-
tasi, che promuove la defosforilazione della tirosina,
bloccando I'attivita del complesso IRS-1.

SAA: Serum Amyloid A. Fattore della risposta della fase
acuta.

SCAT: Subcutaneous Adipose Tissue. Tessuto adiposo
sottocutaneo.

TGF-p: Transforming Growth Factor-p. Fattore di cresci-
ta beta. Citochina inflammatoria.

TNF-o: Tumor Necrosis Factor alpha. E una citochina
infiammatoria.

VAT: Visceral Adipose Tissue. Tessuto adiposo addomi-
no-periviscerale.

VCAM-1: Vascular Cell Adhesion Molecule -1. Fattore
molecolare di adesione cellulare, secreto dalle cellule
endoteliali.
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RIASSUNTO

La resistenza insulinica ed il diabete mellito tipo 2 sono le conseguenze piu frequenti dell’eccessivo
accumulo di adipe, particolarmente a livello addominale e periviscerale. Quando il bilancio calorico
positivo, gli adipociti vanno incontro ad una iniziale ipertrofia che pero stimola anche segnali cellulari
per il reclutamento, la proliferazione e la differenziazione di nuovi adipociti. Se la neo-adipogenesi da
pre-adipociti € in qualche modo bloccata, come nel caso della Sindrome Metabolica, la mancata depo-
sizione dell’eccesso calorico sotto forma di nuovo adipe in nuove cellule adipose non puo aver luogo
per cui si viene a determinare una eccessiva ipertrofia delle cellule adipose pre-esistenti, con la forma-
zione di adipociti ipertrofici e disfunzionali che danno origine a risposte endocrine ed immunitarie del
tutto anomale e patologiche. Una sede preferenziale dell’accumulo di adipe € la regione addominale e
periviscerale, per alcuni peculiari aspetti del grasso di questa regione, caratterizzato soprattutto da
una notevole attivita glucocorticoidea che promuove 'accumulo di grasso in questa sede. Inoltre, gli
adipociti del tessuto adiposo viscerale sono metabolicamente molto pit1 attivi e molto pit1 sensibili alla
lipolisi rispetto agli adipociti sottocutanei, poiché sono dotati di un assai maggior numero di recettori-
B3-adrenergici (che favoriscono la lipolisi) e di un considerevole minor numero di recettori-o2 adre-
nergici (anti-lipolitici). Di conseguenza, a seguito di una accentuata lipolisi, quantita molto elevate di
FFA vengono rilasciate nel sistema portale. Infine, anche il numero dei recettori insulinici € molto piti
basso nel grasso addominale e periviscerale rispetto al grasso sottocutaneo, cosa che rende il grasso
addomino-periviscerale molto meno sensibile agli stimoli inibitori anti-lipolitici dell’insulina e quindi
piu insulino-resistente e piu sensibile agli stimoli lipolitici rispetto al grasso sottocutaneo.

Gli adipociti ipertrofici cominciano a secernere piccole quantita di TNFo che stimola i preadipociti e le
cellule endoteliali a secernere MCP-1 (monocyte chemoattractant protein 1) che a sua volta richiama
macrofagi nel tessuto adiposo per cui si viene a determinare una condizione infiltrativa-flogistica sub-
latente (low grade inflammation) che e correlata con I'insorgenza della resistenza insulinica.
Leccesso di FFA in circolo e di TNFa nel tessuto adiposo determina insulino-resistenza. 1) L'eccesso
di FFA in circolo induce insulino-resistenza bloccando il segnale insulinico attraverso l'attivazione di
serin-kinasi, es. la protein-kinasi C-0 e le serin-kinasi JNK ed IKK. Queste serin-kinasi attivano un
meccanismo di serin-fosforilazione dei residui di serina di IRS (insulin receptor substrate); tale fosfo-
rilazione rappresenta un segnale di stop perché blocca il segnale del recettore insulinico.

2) Anche il TNFa, secreto dagli adipociti ipertrofici e dai macrofagi del tessuto adiposo, blocca il
segnale del recettore insulinico, con un duplice meccanismo: a) di serin-fosforilazione e b) di tirosin-
defosforilazione di IRS-1, per cui questo importante substrato viene inattivato, staccato dal recettore
insulinico e catabolizzato nel proteasoma.

Questi meccanismi spiegano il processo di transizione dalla condizione di eccessiva adiposita alla
insulino-resistenza, momento cruciale per I'insorgenza del diabete mellito tipo 2.

Parole chiave: Obesita, recettore insulinico, FFA, resistenza insulinica, sindrome metabolica, diabete
mellito.
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