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Capitolo 1 Stress ossidativo ed esercizio fisico

1.1 I radicali liberi

Per radicale libero si intende una specie chimica, capace di esistenza
indipendente, contenente un elettrone spaiato nell’orbitale piu esterno. Tali
molecole sono instabili ed altamente reattive in quanto tendono a sottrarre
ad altre molecole un elettrone per raggiungere una maggior stabilita.

Se due radicali reagiscono tra loro, vengono entrambi eliminati; se
un radicale reagisce con un non radicale, verra prodotto un altro radicale
libero. Questo meccanismo fa si che 1 radicali liberi determinino delle
reazioni a catena.

I radicali liberi sono generati endogenamente durante 1 normali
processi fisiologici. Questi includono la respirazione mitocondriale e le
reazioni che coinvolgono enzimi, come la lipossigenasi e la xantina
ossidasi (XO), o la generazione di pro-ossidanti da parte delle cellule
fagocitarie del sistema immunitario (Valko et al. 2007).

Le cellule, per generare energia, ossidano enzimaticamente sostanze
alimentari e riducono [’ossigeno ad acqua; per effettuare questa
trasformazione I’ossigeno molecolare necessita di quattro elettroni. Questa
cessione di elettroni all’ossigeno non avviene contemporaneamente, ma
uno per volta, con generazione di specie intermedie altamente instabili e
reattive indicate spesso in letteratura come "specie reattive dell’ossigeno" o
ROS (reactive oxygen species). Se la cessione di elettroni all’ossigeno non
si completa, questi ROS verranno rilasciati all’interno dei mitocondri.

Le cellule hanno sviluppato una serie di meccanismi per intercettare
¢ neutralizzare queste specie reattive dell’ossigeno ma non sempre tali
difese risultano efficaci. Si parla quindi di “paradosso dell’ossigeno”,
elemento necessario per la sopravvivenza ma, al tempo stesso, causa di
molteplici danni.




1.2 Le specie reattive dell’ossigeno (ROS)

L’ossigeno, quando ossida le altre sostanze, viene esso stesso
sottoposto ad una serie di riduzioni in cui sottrae elettroni da altre molecole
e produce una serie di intermedi radicalici. La formazione di questi
composti altamente reattivi ¢ dovuta all’impossibilita, da parte
dell’ossigeno, di acquisire contemporaneamente 1 quattro elettroni
necessari per la riduzione ad acqua.

La maggior parte delle molecole contiene coppie di elettroni con spin
opposto che si trovano in orbitali molecolari discreti e che potrebbero, o
meno, partecipare alla formazione di legami. L’ossigeno contiene due
elettroni con spin parallelo che risiedono ognuno in un proprio orbitale.

Termodinamicamente, 1’ossigeno ha la tendenza ad acquisire
elettroni (due per atomo o quattro per molecola) per produrre molecole
d’acqua che hanno una minor energia. La particolare distribuzione degli
elettroni nella molecola di ossigeno, tuttavia, impedisce all’ossigeno di
accettare una coppia di elettroni con spin opposto fino a che uno dei suoi
due elettroni spaiati non subisce un’inversione di spin spontanea. Alle
ordinarie frequenze di collisione il periodo di contatto ¢ troppo breve
perché avvenga questo cambiamento di spin, imponendo una barriera
cinetica (cio€¢ una grande energia di attivazione) alla maggior parte delle
reazioni ossidative. E proprio questa barriera che rende I’ossigeno un ideale
accettore terminale di elettroni nei sistemi biologici. Gli enzimi hanno siti
di legame che possono mantenere 1’ossigeno in contatto con un substrato
ossidabile per un tempo molto piu lungo di quello che si avrebbe per
semplice collisione, superando la barriera cinetica della reazione (McCord
2000).

Quasi il 98% dell’ossigeno ¢ metabolizzato da un singolo enzima, la
citocromo ossidasi dei mitocondri, che trasferisce quattro -elettroni
all’ossigeno in una reazione concertata per produrre due molecole d’acqua
come prodotto. L’enzima ¢ abbastanza complesso da un punto di vista
strutturale, contiene quattro centri redox (due gruppi eme e due ioni rame),
ognuno dei quali puo acquistare un singolo elettrone. Quando tutti i centri
sono ridotti, si ha il trasferimento dei quattro elettroni ad una molecola di
ossigeno.




1.2.1 Anione superossido

Il primo passo, nella generazione dei ROS, ¢ rappresentato
dall’acqusizione da parte dell’ossigeno di energia sufficiente per
raggiungere lo stato di singoletto e dalla successiva acquisizione di un
elettrone da altre specie.

Si forma cosi il radicale anione superossido O3°, forte ossidante ed
agente citotossico (Mitscher et al. 1997). Questa specie, altamente reattiva,
¢ capace di attaccare un ampio numero di substrati per completare i propri
orbitali. In particolare, il radicale superossido si puo formare:

e Per interazione dell'O, con gli elettroni che talora sfuggono alla
catena respiratoria quando questa funziona a regimi -elevati,
soprattutto nel passaggio ossido-riduttivo tra coenzima Q e
citocromi.

e Nel corso di ossidazioni metallo-dipendenti di molecole tipo
adrenalina, noradrenalina o anche alcuni composti tiolici.

e Per produzione diretta in alcune reazioni enzimatiche specifiche
quali quelle catalizzate dalle xantine ossidasi, triptofano diossigenasi
e indolamine diossigenasi.

I danno che pud causare ¢ perd0 minimizzato dalla
compartimentalizzazione biologica, dall’attivita di enzimi protettivi ¢ dalla
presenza di specie in grado di intercettarlo. Il superossido non pud infatti
attraversare le membrane cellulari; viene parzialmente detossificato
dall’azione riduttiva della superossido dismutasi (SOD) che lo converte a
perossido di idrogeno addizionandogli un protone ed un elettrone.

207" +2H" +2¢ 5°H,0,+ 0,

1.2.2 Perossido di idrogeno

Nella reazione di dismutazione del superossido si forma perossido di
idrogeno che, in condizioni normali, non ¢ tossico essendo rapidamente
neutralizzato dall’azione della catalasi (CAT) e della glutatione perossidasi
(GSH-prx) secondo le reazioni:

4 CAT

H,O, +2¢"+2H — 2H,0

H,0, + 2GSH = 2H,0 + GSSG




Il perossido di idrogeno si puo formare anche per produzione diretta
in alcune reazioni enzimatiche a livello dei microsomi, perossisomi €
mitocondri. All’interno della cellula ¢ presente in concentrazioni variabili
fra 10 ¢ 10”7 M. Il rischio associato all’idroperossido sta nella sua capacita
di attraversare le membrane cellulari e di diffondere in altri distretti
cellulari e tissutali dove puod attivare processi degenerativi di
perossidazione.

1.2.3 Radicale idrossile

Nel processo di Haber-Weiss, una molecola di superossido ed una
molecola di perossido di idrogeno si combinano per formare una molecola
di ossigeno, un equivalente di radicale idrossile ed uno di anione ossidrile.
Questo processo & catalizzato dagli ioni Fe* o Cu™.

03" +H,0, - 0, +OH® + OH~

Nella reazione di Fenton, una molecola di perossido di idrogeno ¢
convertita in un radicale idrossile ed 1n un anione ossidrile con
Cq . N 3+
contemporanea ossidazione di Fe™ a Fe™".

H,0, + Fe*" — OH® + OH™ + Fe**

3+ b} . \ . .
Il Feo cosi formatosi pud, a sua volta, reagire con un radicale
. . . 2+ \
superossido secondo la reazione seguente, rigenerando Fe® che puo
nuovamente reagire con H,O, nella reazione di Fenton.

Fe¥" + 03° — Fe*" + 0,

Va precisato che il ferro, contenuto nelle cellule e nel plasma, ¢
solitamente legato a proteine di trasporto, di deposito e funzionali e, in
questa forma, non ¢ mai reattivo. La reazione di Fenton pud quindi
avvenire solo in presenza di ferro libero. Il ferro si pud liberare dalle
proteine chelanti in seguito alla diminuzione del pH, dovuta, per esempio,
all’accumulo di acido lattico in seguito ad ischemie, emorragie, traumi e
per interazione di O3" con la ferritina.

1l radicale idrossile OH®, originato dalle precedenti reazioni, ¢, tra i
radicali dell’ossigeno, la molecola piu tossica e costituisce 1’agente
responsabile della fase iniziale dei processi perossidativi nei nostri tessuti.
OH"® ¢ in grado di collidere e danneggiare tutte le macromolecole cellulari:
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proteine, acidi nucleici, glicosaminoglicani e soprattutto gli acidi grassi
polinsaturi dei fosfolipidi di membrana.

1.2.4 Ossigeno singoletto ('0,)

L’ossigeno singoletto ¢ una forma altamente reattiva di ossigeno
molecolare che pud nuocere ai sistemi viventi ossidando molecole
organiche critiche. 'O, & un derivato della molecola di ossigeno in cui tutti
gli elettroni di valenza hanno spin opposti; differisce dallo stato
fondamentale (tripletto) dell’ossigeno molecolare nell’inversione della
direzione dello spin di un elettrone nell’orbitale di valenza piu esterno.

La configurazione elettronica dell’ossigeno singoletto 'O, &
semplificata come (m*2p,), (n*2py)0, evidenziando la sua natura non
radicalica. In contrasto lo stato fondamentale di ossigeno tripletto O, &
quello di un diradicale (2*2p,)’, (n*2py)1, in modo tale che 1 due elettroni di
valenza piu esterni occupano orbitali separati con spin paralleli (figura 1.1).

NOME:  O,SINGOLETTO | SUPEROSSIDO

- STABILE T

. DEIO, :
SIMBOLO : " :
CHIMICO: O, 0 0, (Chfe l©
(‘2g") (3g")

RADICALE: S| NO sl NO Sl
OSSIDANTE: NO S| sl NO sl

Figura 1.1: struttura dell'ossigeno singoletto.

L’ossigeno molecolare tripletto ¢ soggetto ad una limitazione di spin
nei confronti delle reazioni con la maggior parte delle molecole organiche.
In 'O, tale limitazione di spin ¢ rimossa, permettendo a questa specie di
reagire come ossidante elettrofilo.
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Da studi in vitro & emerso che 'O, ossida molte molecole organiche
inclusi lipidi di membrana, proteine, aminoacidi, acidi nucleici, nucleotidi,
nucleotidi piridinici, carboidrati e tioli. Sono stati individuati quattro
principali meccanismi di reazione:

1 Reazioni di addizione con il doppio legame carbonio-carbonio nelle
olefine insature (reazione di Alder “ene”) per formare idroperossido.

2 Reazioni di addizione con sistemi di dieni coniugati (reazione di Diels-

Alder) per formare endoperossidi ciclici.

Reazioni con composti fenolici per formare idroperossidienoni.

4 Reazioni di trasferimento di energia che trasformano '0, in 0, con
composti come i carotenoidi, bilirubina, tocoferolo, fenoli, complessi
del nichel e ioni.

w

'0, si puo formare tramite esposizione a luce ultravioletta (320-380
nm) o durante 1’attivazione dei macrofagi. L’azione della NADPH ossidasi
produce il radicale anione superossido che, spontaneamente o
enzimaticamente, dismuta per formare perossido di idrogeno. La
mieloperossidasi dei macrofagi o attivita perossidasiche correlate,
catalizzano la riduzione del perossido di idrogeno per formare 1’ossidante
acido ipocloroso. L’acido ipocloroso e H,0O, reagiscono per formare
ossigeno singoletto.

NADPH
ossidasj.

NADPH + 20, 252 03° + H + NADP"

Mielo
perossidas

}{2()2 +CI'i - HOCI+ OH™
H,0, +HOCl — '0,+H,0+ClI-+H"

E stato ipotizzato che ossigeno singoletto si formi anche come
prodotto collaterale della perossidazione lipidica e recenti studi hanno
dimostrato che 'O, pud formarsi anche come prodotto primario di una
reazione in vitro di Haber-Weiss (Khan et al 1994).

0;° + H,0, — '0,+OH* + OH-
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1.3 Le specie reattive dell’azoto (RNS)

L’ossido nitrico (NO®) rappresenta un ulteriore membro della
famiglia dei radicali liberi affine sotto alcuni aspetti al radicale superossido,
ad esempio per la sua velocita di reazione. Questo radicale libero gassoso
viene prodotto a partire dalla L-arginina in una reazione catalizzata dalla
ossido nitrico sintasi (NOS):

L-arginina + O,+ NADPH + H" — L-citrullina + NO* + NADP"

Si conoscono tre isoforme dell’enzima: nNOS, enzima costitutivo del
tessuto neuronale; iNOS, enzima inducibile dalle citochine nei macrofagi
attivati e nel fegato ed eNOS, costitutivo delle cellule dell’endotelio
vascolare.

Alle concentrazioni fisiologiche NO® svolge la funzione di
messaggero intracellulare stimolando la guanilato-ciclasi e le proteine
chinasi, in piu possiede la capacita di attraversare le membrane cellulari e
di trasmettere cosi 1 segnali anche alle cellule adiacenti (Ignaro et al.
1990). Se a livello cellulare risultano elevati 1 livelli di superossido e di
H,0,, ’ossido nitrico puo reagire con queste due molecole portando alla
formazione di perossinitrito (OONO™) che ¢ un composto ad elevata
citotossicita, il cui potere ossidante ¢ maggiore di quello di O3° e di H,0,
(McCord 2000).

Il perossinitrito ha la capacita di reagire con diverse molecole, come
ad esempio la CO, dando un composto ad elevata reattivita noto come
nitroso perossicarbossilato (ONOOCQO,), oppure protonarsi ad acido
perossinitroso (ONOOH), o ancora subire I’omolisi a OH® ¢ NO," o il
riarrangiamento a nitrato (NO3).

L’instaurarsi o meno di una di queste differenti reazioni del
perossinitrito dipende da vari fattori fra cui la temperatura, il pH e dai
differenti composti presenti nell’ambiente di reazione.
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1.4 Effetti cellulari dello stress ossidativo

La caratteristica peculiare dei radicali liberi di determinare delle
reazioni a catena riveste un ruolo sfavorevole in molti meccanismi
biologici, in quanto ROS e radicali liberi prendono parte a molti processi
degenerativi. Possono, infatti, danneggiare strutture quali lipidi, proteine,
DNA, e sono fortemente implicati nello sviluppo di alcune malattie quali
aterosclerosi (Stringer et al. 1989), artrite reumatoide (Lunecet al. 1981) ¢
alcune forme di cancro (Ishii et al. 2007). Va inoltre precisato che, se il
collegamento tra queste patologie e radicali liberi ¢ ampiamente accettato, 1
dettagli di queste interazioni non sono ancora ben conosciuti (Mitscher et
al. 1997). 1 radicali liberi possono teoricamente interagire con qualsiasi
molecola dell’organismo, radicalizzandola; ovviamente il tipo di molecola
colpita determinera il tipo di danno conseguente.

1.4.1 Lipoperossidazione

La perossidazione dei lipidi si ha a livello degli acidi grassi
polinsaturi, contenuti in elevate concentrazioni soprattutto nei fosfolipidi
delle membrane cellulari.

Si parla di lipoperossidazione quando 1’azione ossidativa a carico dei
lipidi procede con meccanismo radicalico a catena. Il processo ¢ iniziato
dal radicale idrossile quando questa specie cattura un atomo di idrogeno da
un carbonio metilenico nella catena polialchilica dell’acido grasso:

LH+OH* — L*+H,0

Il radicale formatosi (L°) tende a stabilizzare la sua struttura
attraverso un riarrangiamento a diene coniugato (figura 1.2). I dieni
coniugati rappresentano quindi un indice primario di perossidazione
lipidica essendo i primi prodotti di questo processo ossidativo.

) lOH'

l riarrangiamento

diene coniugato

Figura 1.2: formazione di dieni coniugati nel processo di perossidazione.
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In condizioni aerobiche un acido grasso con un elettrone spaiato
subisce un riarrangiamento molecolare con O, (figura 1.3) per generare un
radicale perossilipidico (LOO*®).

T

?
O.

radicale perossilipidico

Figura 1.3: formazione del radicale perossilipidico.

Questo prodotto ¢ altamente reattivo e puo dar luogo a due diverse reazioni
(Gate et al. 1999):

1. Si puo avere la ciclizzazione del gruppo perossilico con formazione di
un lipoperossido ciclico, a partire da acidi grassi
quali I’acido arachidonico e eicosapentaenoico (figura 1.4). Questo
prodotto pud a sua volta, per reazioni successive, frammentarsi e dar
luogo a catene alifatiche contenti due gruppi funzionali carbonilici
generando la malondialdeide (MDA), una dialdeide altamente reattiva
(Draper et al. 1990). La MDA puo reagire con i gruppi aminici liberi di
proteine, fosfolipidi o acidi nucleici per produrre modificazioni
strutturali delle molecole biologiche. Queste nuove strutture indotte
dalla MDA vengono successivamente riconosciute dal sistema
immunitario come estranee portando ad una risposta autoimmunitaria.
Si possono, per esempio, formare legami covalenti stabili tipo basi
Schiff (figura 1.5). La formazione di questi legami pud portare ad un
danneggiamento delle funzionalita di membrana, in quanto Ila
formazione di legami crociati proteina-MDA-fosfolipide o proteina-
MDA -proteina o fosfolipidi-MDA-fosfolipide porta ad un irrigidimento
e perdita di fluidita della membrana stessa. Va inoltre considerato che la
formazione del singolo legame MDA-proteina pud alterare la
funzionalita biologica della proteina stessa, mentre il legame MDA-
fosfolipide puo alterare il rapporto tra la regione idrofilica ed idrofobica
dei fosfolipidi, andando a compromettere 1’efficienza funzionale delle
membrane biologiche.
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2. I radicali possono anche catturare molecole di idrogeno dagli acidi
grassi adiacenti per formare un lipide idroperossido, inducendo la
propagazione della perossidazione lipidica. L°* pud propagare
ulteriormente le reazioni di perossidazione; in altre parole, dopo la fase
di iniziazione dei processi di perossidazione promossa dai radicali
dell’ossigeno, ha inizio la fase di propagazione dei processi di
perossidazione.

LOO*+LH — LOOH+L*

Acido arachidonico
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Figura 1.4: formazione di idroperossidi e perossidi ciclici dall'acido arachidonico.
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Figura 1.5: formazione dei legami tipo "basi di Schiff” tra la malonaldeide e i gruppi
amminici di proteine e fosfolipidi.

La frammentazione e le lesioni molecolari degli acidi grassi insaturi
dei fosfolipidi portano alla perdita della struttura della membrana cellulare,
alla diminuzione della sua fluidita, alla perdita delle normali interazioni
lipidi-lipidi e lipidi-proteine ed alla formazione di regioni idrofile nel core
lipidico idrofobo. In seguito ad un processo perossidativo a carico di un
fosfolipide contente un acido grasso polinsaturo, I’attacco del radicale R® in
presenza di O, trasforma 1’acido grasso polinsaturo del fosfolipide in
perossilipide: il gruppo perossilico cosi formato ¢ molto piu idrofilico di
quello originario e tende a portarsi nella regione superficiale del bilayer
ripiegando ad U la catena acilica dell’acido grasso (figura 1.6). Questa
nuova configurazione determina un aumento dell’ingombro, con
conseguenti alterazioni strutturali e funzionali della membrana. La nuova
configurazione del legame estereo, tra il glicerolo del fosfolipide ed il
carbossile del perossilipide, facilita inoltre I’attivita della fosfolipasi A, di
membrana, che idrolizza il fosfolipide perossidato a lipofosfolipide ed
acido perossilipidico libero, comportando un ulteriore danno alla struttura e
alla funzionalita della membrana.

Si possono inoltre avere fenomeni di alchilazione di gruppi
funzionali critici di proteine (gruppi SH) da parte di prodotti aldeidici
derivanti dalla perossidazione con rottura dei legami peptidici o formazione
di ponti disolfuro (-S-S-) intramolecolari. In tal modo si possono inattivare
(o piu raramente attivare) enzimi, alterare 1 sistemi recettoriali, e/o
compromettere 1’azione di proteine essenziali per 1’omeostasi cellulare.
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Importante ¢ 1’alterazione delle proteine del citoscheletro (actina e
tubulina) e delle proteine di regolazione dei canali del calcio.

QmmGSH—PHGSH
R +0, Hmanar +FA-OH

*FA = acido grasso

Figura 1.6: modello di danno perossidativo a carico di un fosfolipide polinsaturo di
membrana.

1.4.2 Ossidazione del DNA

Tra 1 vari tipi di danni cellulari che possono essere causati dalle
specie reattive dell’ossigeno, quello al DNA ¢ potenzialmente il piu
pericoloso in quanto queste molecole hanno la capacita di autoreplicarsi
preservando e moltiplicando le conseguenze del danno cellulare.

Le pit comuni alterazioni ossidative delle basi del DNA riguardano
I’inserimento dell’ossigeno nel doppio legame ed il distacco delle basi
dagli zuccheri. Se queste basi danneggiate vengono rimosse € riparate
prima della divisione cellulare non ci sara nessun danno permanente. Se
invece i1l meccanismo di riparazione fallisce, la successiva generazione
ricevera una molecola di DNA difettosa in cui una base normale (G, C, A o
T) ¢ cancellata, o incorrettamente sostituita da una base difettosa (Mitschet
etal. 1997).
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Esempi di danno agli acidi nucleici sono: scambio di frammenti
cromatidici, formazione di legami intermolecolari tra molecole di DNA o
tra DNA e proteine e modificazioni ossidative delle basi. Le piu sensibili
sono le basi pirimidiniche citosina e timina, che possono subire la
saturazione, D’apertura o [I’idrossilazione dell’anello eterociclico. Cio
comporta la perdita dell’aromaticita e della planarita, causando distorsioni
nella struttura del DNA. L’ossidazione della timina pud portare alla
formazione di dimeri (figura 1.7).

2 H 0  H
 —— “ s ......_._N: >=0
CHJ h’g (4] H CH_‘
Q H ) -
) N 08 ——N >=0
CHy .

Figura 1.7: dimerizzazione dei residui di timina.

Le alterazioni al DNA conducono quindi a mutagenesi (Admes et al.
1983) e carcinogenesi (Floyd et al. 1990). E stato suggerito che
I’alterazione del DNA sia, in parte, responsabile del processo di
invecchiamento (Fraga et al. 1990, del diabete mellito (Dandona et al.
1996) delle malattie infiammatorie (Admes et al. 1983) e delle patologie
epatiche (Sipowicz et al. 1997).

1.4.3 Ossidazione delle proteine

Anche le proteine sono un bersaglio per 1 radicali liberi, in
particolare quelle dotate di gruppi -SH di superficie sono piu esposte alla
collisione radicalica. Tra le proteine enzimatiche, che per prime risentono
dell’attacco dei radicali liberi e che quindi si denaturano, sono da ricordare
la fosfofruttochinasi I (enzima chiave della via glicolitica) e il complesso I
della catena respiratoria. L’inattivazione di questi due enzimi porta ad una
riduzione del metabolismo energetico cellulare.

Le molecole ossidanti, come 1’acido ipocloroso, possono indurre la
produzione di 3-clorotirosina dalla tirosina (Domingan et al. 1995),
I’istidina pud essere ossidata a 2-ossiistidina in reazioni ossidative
catalizzate dai metalli che possono avvenire nei siti di legame delle
proteine (Lewisch et al 1995).
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Sono state inoltre dimostrate alterazioni dei meccanismi di
trasduzione del segnale e dei sistemi di trasporto o dell’attivita degli
enzimi.

L’ossidazione delle proteine sembra essere, in parte, responsabile di
patologie quali [D’aterosclerosi, il danno da ischemia-riperfusione e
I’invecchiamento (Berliner et al. 1996).
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1.5 Concetto di ormesi

Numerosi studi hanno ormai chiaramente evidenziato che durante
I’esercizio fisico intenso la produzione di ROS e di RNS aumenta sia a
livello dei muscoli scheletrici sia a livello cardiaco (Davies et al. 1982; Sen
et al 1995; Ji et al. 1999). Tuttavia la letteratura recente ha dimostrato
anche che 1 soggetti sottoposti a programmi a lungo termine di esercizio
fisico intenso sono piu resistenti allo stress ossidativo, ci0 appare
principalmente dovuto all’adattamento che subiscono 1 loro sistemi
antiossidanti endogeni (Powers et al. 1994).

Alla luce di queste evidenze a partire dagli inizi del terzo millennio
alcuni studiosi hanno voluto spiegare le modificazioni indotte dall’esercizio
fisico attraverso il concetto dell’ormesi, non solo per quanto riguarda gli
adattamenti che coinvolgono il trofismo muscolare o la resistenza alla
fatica, ma per quelli che implicano la capacita di contrastare piu
efficacemente lo stress ossidativo (Ji et al 2006, Finkel et al. 2000). 11
concetto di ormesi, che viene preso in prestito dalla tossicologia, indica
I’andamento della risposta dei sistemi biologici all’esposizione ad agenti
tossici, come potrebbero essere agenti chimici, tossine o radiazioni. Piu
semplicemente, quindi, in tossicologia il concetto di ormesi rappresenta un
andamento a campana della curva dose-risposta di esposizione ad un agente
xenobiotico (Cook et al. 2006).

Nella figura 1.8 ¢ schematizzato 1’andamento della curva dose-risposta
dell’esercizo fisico, all’estremo sinistro si pud vedere come I’inattivita
riduca il livello di funzionalita fisica, ¢ infatti noto che un livello troppo
basso di attivita fisica sia associato ad una lunga serie di patologie come
malattie cardiovascolari, diabete mellito di tipo II, atrofia muscolare,
obesita e patologie neurodegenerative come il morbo di Alzheimer e di
Parkinson (Booth et al. 2007).

Allo stesso modo il sovrallenamento, 1’estremita destra della curva in figura
1.8, aumenta sia i rischi per la salute sia la frequenza di danni muscolari
(Ogonovszky et al. 2005).

L’effetto piu importante dell’esercizio fisico sull’organismo ¢,
quindi, I’insieme dei processi di adattamento. Come ogni fonte di stress,
anche I’esercizio ha la capacita di indurre fenomeni adattativi, anche se
solo in un ristretto numero di casi legati alla durata delle sedute di esercizio
e all’intensita (Radak et al. 2001). L’esercizio fisico, come tutte le fonti
croniche di stress, puo risultare estremamente pericoloso se il periodo di
riposo, inteso come intervallo di tempo in cui la fonte di stress ¢ assente,
non ¢ sufficiente. Il riposo infatti ¢ essenziale sia per garantire il recupero
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sia per ottimizzare la risposta dell’organismo allo stress. Gli adattamenti
che si ottengono con una regolare attivita fisica sono sistemici, anche se
variano in funzione del tipo di esercizio svolto.

Funzionalita fisica
Qualita della vita
Protezione dalle patologie

Intensita crescente di esercizio fisico

Figura 1.8: andamento della curva dose-risposta per [’esercizio fisico (modificato da
Radak et al. 2007)

1.6 Esercizio fisico e produzione di ROS/RNS

E ormai noto da tempo che 1’esercizio pud aumentare la produzione
di ROS/RNS e cid ¢ particolarmente vero nel caso di singole sessioni di
esercizio intenso (Alessio et al. 1988), tanto che nel caso di questo tipo di
attivitd sono stati riportati danni ossidativi a livello sia dei lipidi sia delle
proteine sia del DNA (Gomez 2006, lkeda 2006, Ji et al. 2006).

Sebbene sia necessario suddividere le varie forme di esercizio
almeno nelle due principali categorie, ossia, esercizio aerobico ed
anaerobico, ¢ comunque possibile affermare che in entrambi i casi
I’esercizio determina la produzione di radicali liberi, seppure attraverso vie
metaboliche differenti.

1.6.1 Esercizio fisico aerobico e produzione di ROS/RNS

Da un punto di vista biochimico I’aumentata produzione di ROS
durante 1’esercizio fisico aerobico ¢ dovuta principalmente al fatto che
I’ossigeno, riducendosi ad acqua, risulta essere I’accettore finale degli
elettroni durante la respirazione mitocondriale permettendo all’organismo
di utilizzare I’energia immagazzinata sotto forma di carboidrati, lipidi e
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proteine. Durante I’esercizio aerobico, la richiesta di energia da parte dei
tessuti ¢ tale da richiedere la mobilizzazione di grandi quantita di nutrienti
da ossidare nei vari processi metabolici preposti alla produzione di energia.
Aumentando, quindi, I’attivita di tali vie metaboliche, si rende necessario
ridurre ad acqua una maggior quantitd di ossigeno. Alcuni studiosi hanno
infatti individuato una correlazione positiva tra il livello di VO,, raggiunto
durante I’esercizio, e lo stress ossidativo generato (Ashton et al. 1998).

A livello mitocondriale gli elettroni vengono trasferiti dal NADH

fino all’ossigeno attraverso tre complessi enzimatici.
La NADH ubichinone reduttasi (complesso 1) e la citocromo-c reduttasi
(complesso 3) sono noti per essere due siti di formazione di radicali
superossido (O,7) e perossido di idrogeno (H,0,) (Adam-Vizi et al. 2006).
Ci0 ¢ dovuto al passaggio degli elettroni da coenzimi che trasportano due
elettroni contemporaneamente, NADH e FADH,, a coenzimi che ne
trasportano solo uno, semiubichinone (QH'). A questo livello della catena il
legame di un elettrone ad una molecola di ossigeno genera O,", che ¢
prontamente ridotto a H,0, ad opera della manganese superossido
dismutasi (MnSOD) mitocondriale.

Durante un esercizio massimale, la richiesta di ossigeno dell’intero
organismo pud aumentare fino a 20 volte, mentre la quantita che raggiunge
le fibre muscolari ¢ ancora piu elevata. E stato dimostrato che la
percentuale di ossigeno che si converte in superossido rimane la stessa
indipendentemente dalla quantita di ossigeno consumata, in altre parole
I’efficienza della catena di trasporto mitocondriale rimane costante. In
condizioni fisiologiche normali ¢ stato stimato che quotidianamente una
cellula produce una quantita totale di 3,3 . 10" mmol di ROS (4mes et al.
1995). Tuttavia questo ¢ parte integrante della vita cellulare, tanto che
I’organismo ¢ in grado di contrastare la presenza di tali ROS attraverso 1
sistemi antiossidanti, sia endogeni sia esogeni.

In condizioni di stress, quale ad esempio lo svolgimento di
un’attivita fisica, la quantita di ossigeno consumata, e quindi la quantita di
ROS prodotta ¢ molto maggiore che in condizioni normali, pertanto il pool
di antiossidanti potrebbe non essere in grado di mantenere il corretto
rapporto tra fattori pro-ossidanti e antiossidanti. Questo ¢ tanto piu vero
quanto piu si parla di attivita fisiche intense, dove spesso I’organismo non
ha a disposizione le riserve antiossidanti necessarie.

1.6.2 Esercizio fisico anaerobico e produzione di ROS/RNS

Nell’esercizio anaerobico, I’aumentata produzione di ROS puo
avvenire tramite ’attivazione della xantina ossidasi, fenomeni di ischemia
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e riperfusione muscolare, fenomeni di carattere infiammatorio (Sahlin et al.
1992). Tra questi meccanismi quello che sembra maggiormente coinvolto ¢
quello dell’ischemia riperfusione. Durante 1’attivita anaerobica, alcuni
distretti circolatori possono risultare scarsamente irrorati a causa della
ridistribuzione del flusso ematico verso 1 tessuti maggiormente attivi
(Cooper et al. 2002). Inoltre, a causa delle forti contrazioni muscolari
alcuni vasi posso subire una forte riduzione della sezione, il che riduce
notevolmente la loro capacita di trasportare ossigeno e nutrimenti ai tessuti
circostanti. Al termine dell’attivita 1 tessuti vengono poi nuovamente
irrorati da un normale flusso ematico. Questo ¢ il fenomeno che va sotto il
nome di ischemia/riperfusione.

Cosi come ¢ dimostrato avvenire nel cuore, anche nei muscoli
scheletrici, durante fenomeni di ischemia e riperfusione, si assiste ad una
forte attivazione della xantina ossidasi. Durante 1’ischemia I’ATP ¢
degradata ad ADP e AMP. Se la quantita di ossigeno non ¢ sufficiente a
soddisfare le richieste, ’AMP ¢ degradato a ipoxantina, che viene
convertita a xantina ¢ acido urico dalla xantina ossidasi. Tale enzima,
attivato da alte concentrazioni di ipoxantina, provoca una riduzione
monoelettronica dell’ossigeno, generando cosi O,” al momento della
riperfusione (Heunks et al. 1999).

In seguito a sessioni di esercizio anaerobico molto intenso, sia nell’uomo
che negli animali, si ¢ evidenziato un forte aumento nella quantita di
ipoxantina e di acido urico circolanti, questo suggerisce che ci sia un forte
incremento nell’attivita della xantina ossidasi.

In condizioni aerobiche la maggior quantita di ossigeno garantisce che
I’ipoxantina sia degradata ad acido urico ad opera della xantina reduttasi
piuttosto che dalla ossidasi (Ji et al. 1999).

Inoltre, durante 1 fenomeni di ischemia riperfusione si osserva anche un
aumento delle reazioni di autoossidazione dell’emoglobina e della
mioglobina con formazione di O, e H,O, (Cooper et al. 2002, Brantley et
al 1993).

Come accennato precedentemente, durante gli esercizi anaerobici
un’altra fonte di ROS ¢ data, soprattutto durante esercizi eccentrici come la
corsa in discesa, dall’attivazione dei sistemi infiammatori (Childs et al.
2001). A causa dei danneggiamenti alle fibre muscolari generate da questo
tipo di esercizi si assiste alla migrazione dei leucociti polimorfonucleati
(PMN) verso i tessuti muscolari danneggiati (Maclntyre et al. 2000). E
ormai noto che 1 processi inflammatori possono generare sia ROS sia RNS
(Baran et al. 2004). L attivazione di cellule del sistema immunitario, come
1 PMN, si ha sia durante I’infiammazione acuta che si scatena dopo un
trauma, sia durante esercizi eccentrici. In queste condizioni vengono
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liberate citochine come IL-1, IL-8, IL-6 ¢ TNF-o. che hanno la funzione di
stimolare la dilatazione dei vasi richiamando i PMN a livello del tessuto
danneggiato. I PMN penetrano nel tessuto e rilasciano alcuni fattori come il
lisozima, che ha la funzione di facilitare la precipitazione delle proteine e
dei frammenti cellulari, e O, prodotto dalla NADPH ossidasi. La
liberazione di tali specie ossidanti ¢ considerata indispensabile nella
guarigione dai traumi muscolari, ma pud anche causare danni ad altre
strutture cellulari (Sen 2001).

Anche la forte produzione di acido lattico, tipica delle attivita
anaerobiche, ¢ nota da tempo essere fonte di stress ossidativo; la
concentrazione di lattato ¢, infatti, positivamente correlata alla presenza di
marker di perossidazione lipidica come le sostanze reattive all’acido
tiobarbiturico (TBARS) (Lovlin et al. 1987; Kayatekin et al. 2002). Oltre a
questa evidenza ¢ ora dimostrato anche che alte concentrazioni di lattato
sono direttamente responsabili della formazione di radicale idrossile
atraverso la reazione di Fenton (4li et al. 2000).

1.6.3 Esercizio fisico, stress ossidativo e fatica muscolare

Lo stress ossidativo, derivante da un’eccessiva formazione di specie
radicaliche a livello muscolare, € associato a fatica e lesioni muscolari, sia
durante la contrazione, sia durante la fase di recupero dopo ’esercizio.

E stato osservato che, quando la formazione di ROS ¢ troppo elevata, la
forza muscolare si riduce, mentre cresce la fatica (Reid et al. 1992).
Numerosi fattori sembrano essere implicati nella fatica muscolare indotta
da radicali liberi, tra questi quelli considerati maggiormente rilevanti sono
le alterazione delle funzioni mitocondriale (Coombes et al. 2002). 1
mitocondri sono particolarmente suscettibili al danno ossidativo, indotto
dai ROS, a carico di lipidi, proteine e DNA; inoltre i danni al mtDNA
possono portare ad alterazioni dei complessi enzimatici della catena
respiratoria, con conseguente alterazione del trasporto di elettroni e della
sintesi di ATP. Anche il metabolismo aerobico risulta meno efficiente, con
conseguente aumentata utilizzazione della via anaerobica. Tutto cido puo
avere effetti negativi a livello muscolare, poiché la via anaerobica induce
sia un incremento dei livelli di fosfato inorganico (Pi) sia acidosi, che sono
1 due principali fattori responsabili di fatica muscolare (Reid et al. 1992).
Le proteine contrattili (actina e miosina) e la pompa del calcio sono
componenti muscolari particolarmente sensibili allo stato redox. Quindi,
nel momento in cui aumenta la produzione di ROS e si ha uno squilibrio
dello stato redox si possono evidenziare alterazioni a carico sia della
contrazione muscolare sia del suo controllo (Goldfarb et al. 1999). Inoltre ¢
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stato osservato, durante alcune forme di esercizio come quello eccentrico,
un importante rilascio di ferro, sia dalla ferritina sia dall’emoglobina. La
liberazione di ferro puod aggravare lo stress ossidativo, i danni e
I’affaticamento muscolare, sia durante sia in seguito all’esercizio fisico
(Childs et al. 2001).
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Capitolo 2  Stress ossidativo e difese antiossidanti
endogene

2.1 Le principali difese antiossidanti endogene

Gli effetti dei radicali liberi possono essere estremamente gravi: la
loro possibilita di attaccare teoricamente qualsiasi molecola del nostro
organismo determina la produzione di numerosi tipi di danno a livello di
cellule, di organi e di apparati. I radicali liberi sono implicati
nell’eziopatogenesi di numerose patologie, e nel fenomeno fisiologico
dell’invecchiamento.

L’organismo umano possiede dei sistemi di difesa estremamente
efficaci, come enzimi in grado di sequestrare direttamente o indirettamente
le specie reattive dell’ossigeno, o sostanze che funzionano da trappole
chimiche nei confronti dei radicali liberi.

Difese aggiuntive vengono fornite da vitamine, minerali ed altri
elementi assunti con la dieta. In generale, queste sostanze non sono
sintetizzate dall’organismo ed hanno funzioni correlate con 1 sistemi
enzimatici quali cofattori, coenzimi, elementi in tracce legati a ligandi
organici o hanno essi stessi proprieta antiossidanti.

Gli antiossidanti si possono classificare in antiossidanti primari e
secondari. Questa classificazione si basa non su un criterio di importanza,
ma di sequenza temporale di azione. Fra 1 primari vi sono gli enzimi che
catalizzano le trasformazioni dei ROS (SOD, CAT e GPx), le molecole
chelanti 1 metalli e le molecole in grado di agire come scavenger
dell’ossigeno singoletto ('O,). Gli antiossidanti secondari hanno, invece, la
funzione di implementare le difese antiossidanti ripristinando, per esempio,
il pool dei tioli oltre ad agire di per se come scavenger dei radicali liberi,
fra questi ricordiamo: le vitamine A ed E, la vitamina C, il coenzima Q, ¢ i
polifenoli.

Gli scavenger idrofobici si trovano nelle membrane cellulari dove
inibiscono o interrompono reazioni a catena della perossidazione lipidica.
Gli scavenger i1drofilici si trovano nel citosol, nei mitocondri e nel nucleo.

Nei paragrafi successivi verra focalizzata 1’attenzione sui principali
antiossidanti primari.
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2.1.1 Antiossidanti primari: enzimi protettivi

Gli enzimi con funzione antiossidante sono deputati alla distruzione
di superossidi e idroperossidi. Il vantaggio che deriva dalla loro azione ¢
che la concentrazione di perossidi allo stato stazionario puo essere adattata
ai requisiti della cellula: molti enzimi possono essere indotti, inibiti o
attivati da effettori endogeni (Harris et al. 1992).

La degradazione enzimatica del superossido ¢ assicurata dalla SOD,
mentre quella dell’idroperossido ¢ realizzata da CAT, GPx o ascorbato
perossidasi. Sia SOD che CAT sono delle dismutasi, in questo modo, le
reazioni primarie catalizzate da questi enzimi non sono associate ad alcun
costo energetico. Al contrario la GPx e 1’ascorbato perossidasi sono delle
reduttasi 1 cui substrati ridotti sono rigenerati dagli equivalenti di NADPH
prodotti nelle vie metaboliche (Chaudiere et al. 1999).

2.1.2 Superossido dismutasi

La famiglia delle SOD ¢ costituita da metalloenzimi ampiamente
distribuiti sia nelle cellule eucariote che procariote (Fridovich 1995). La
caratteristica che accomuna tutte le isoforme della SOD ¢ la capacita di
catalizzare la dismutazione dell’anione superossido (O2') a perossido di
idrogeno (H,0,).

Le diverse isoforme dell’enzima, codificate da geni diversi, si
caratterizzano, oltre che per il diverso catione metallico che funge da
cofattore, anche per la diversa compartimentazione; si distinguono una
SODI1 citoplasmatica, una SOD2 mitocondriale e una SOD3 extracellulare.
Per quanto riguarda la classificazione delle isoforme in funzione dei diversi
cationi metallici contenuti si distinguono una Cu, Zn SOD, principalmente
intracellulare, una Mn SOD, principalmente mitocondriale, mentre in
alcuni procarioti e piante sono state individuate anche la Ni SOD e la Fe
SOD.

La SOD catalizza la dismutazione del superossido in perossido di
idrogeno ed ossigeno.

205. + 2H+ — H202 =+ 02

A pH fisiologico la velocita di dismutazione non enzimatica ¢
significativa, ma ¢ notevolmente maggiore in presenza di SOD, che
determina un aumento della velocita di dismutazione del radicale
superossido di 1000 volte.
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11 fatto che la concentrazione intracellulare del 03" vari da 10°a 107
M, ne mette in evidenza la forte tossicita.

Un esempio della citotossicita del superossido si ha con la veloce
produzione di perossinitriti (ONOO™) nella reazione del superossido con
I’0ssido nitrico. Il perossinitrito, in equilibrio con il suo acido coniugato
(pKa ~ 6.8), si comporta come un potente ossidante. In figura 2.1 ¢
schematizzata la capacita della SOD di sequestrare il 02" riducendo cosi la
possibilita che questo reagisca con le principali macromolecole
dell’organismo.

Catalase
Peroxiredoxins
Glutathione peroxidase

H,O
Figura 2.1: ruolo della SOD come scavenger di specie reattive dell’ossigeno (Johnson
etal., 2005)

Se il radicale idrofilico X° ¢ sequestrato da GSH in presenza di
concentrazioni fisiologiche di ossigeno (20-50 mM), I’attivita della
superossido dismutasi sposta la seguente sequenza di reazioni verso destra:

GSH +X* — GS*+XH
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GS®* +GS™ — GSSG™*
GSSG™ +0, — GSSG +03°

e . (SOD)
202 +2H — H,0,+ 0,

Questa sequenza di reazioni by-passa la diretta ricombinazione di
radicali GS*:
2GS* — GSSG

Tutto ci0 potrebbe avere il vantaggio di prevenire reazioni collaterali
indesiderate di GS® (Chaudiere et al. 1999).

2.1.3 Catalasi

La CAT ¢ un enzima tetramerico ad alto peso molecolare contenente
porfirina. La funzione principale di questo enzima ¢ quella di eliminare il
perossido di idrogeno (H,0O,) ad elevate concentrazioni catalizzando la sua
dismutazione ad ossigeno e acqua attraverso una reazione che avviene in
due passaggi:

H,0, + Fe(Il)-CAT — H,0 + O=Fe(IV)-CAT
H,0, + O=Fe(IV)-CAT — H,O + Fe(Il)-CAT + O,

La reazione netta risultante ¢ quindi:
2H202 — 2H20 + 02

A basse concentrazioni di perossido di idrogeno 1’enzima si
comporta, invece, come una perossidasi utilizzando co-substrati riducenti
come alcol, ascorbato e fenoli (Kirkman et al., 1987):

RHXH + H202 — RX + 2H20

2.1.4 Glutatione perossidasi e glutatione reduttasi

Nella detossificazione di H,0O,, la GPx, un enzima selenio-
dipendente, converte HO, ad acqua attraverso 1’ossidazione di glutatione
ridotto (GSH) a glutatione ossidato (GSSG). La GPx esiste anche in una
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forma insolubile associata alle membrane (fosfolipide idroperossido
glutatione perossidasi), che agisce sugli idroperossidi dei fosfolipidi della
membrana stessa (Ursini et al. 1986). 11 GSSG puo ritornare alla forma
ridotta ad opera della glutatione reduttasi (GSHred). GSHred ¢ una
flavoproteina che permette di convertire GSSG in GSH attraverso
’ossidazione del NADPH a NADP'; questa reazione & essenziale per la
disponibilita di GSH in vivo. La GPx interviene anche nella rigenerazione
della forma attiva della vitamina E e della vitamina C.
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2.2 L’esercizio fisico stimola le difese antiossidanti endogene

Come ¢ stato precedentemente riportato secondo molti autori un’attivita
fisica moderata e continuata stimola le difese antiossidanti dell’organismo
ad adattarsi alle nuove condizioni di aumentato stress ossidativo (Hollander
et al 1999). Studi condotti sia sull’'uomo che su modelli animali hanno
concluso che I’esercizio aerobico € in grado di stimolare, anche in tempi
molto brevi, I’attivita dei principali enzimi antiossidanti, come SOD, CAT
e GPx, sia nel tessuto muscolare sia a livello ematico (Leeuwenburgh et al.
1999). Quando 1 soggetti studiati rientrano in un programma di allenamento
controllato di esercizio aerobico I’attivita di questi enzimi aumenta
soprattutto nei tessuti che presentano un’alta capacita ossidativa come le
fibre muscolari di tipo I, tanto che in soggetti ben allenati la produzione di
ROS risulta molto ridotta, se non trascurabile in seguito all’attivita stessa
(Inal et al. 2001).

Per quanto riguarda gli effetti dell’allenamento e degli esercizi
anaerobici sull’attivita degli enzimi antiossidanti i risultati sono controversi
e di piu difficile interpretazione. Alcuni studi hanno infatti mostrato un
incremento dell’attivita degli enzimi antiossidanti (Childs et al. 2001)
mentre altri non hanno identificato nessuna variazione dell’attivita di SOD
e GPx (Groussard et al. 2003). Sebbene I’attivita degli enzimi antiossidanti
sia di primaria importanza nel contrastare gli effetti delle ROS non bisogna
sottovalutare 1’importanza dei sistemi cellulari deputati a riparare gli
eventuali danni indotti dallo stress ossidativo. Radak e colleghi (Radak et
al. 2000) hanno dimostrato che, in un modello animale, I’esercizio fisico
regolare aumenta D’attivita del complesso del proteasoma a livello del
miocardio e riduce 1 livelli di proteine carbonilate, un noto marker di danno
ossidativo. In questo studio i ratti precedentemente allenati erano sottoposti
ad un trattamento con acqua ossigenata prima della valutazione dell’attivita
del proteasoma ¢ dei livelli di proteine carbonilate. Gli autori hanno
evidenziato che 1 ratti allenati presentavano una maggior attivita del
complesso del proteasoma e minori livelli di proteine carbonilate rispetto ai
ratti sedentari di controllo, che avevano subito lo stesso trattamento con
acqua ossigenata, concludendo che [D’esercizio oltre ad aumentare la
resistenza allo stress ossidativo, aumenta anche 1’attivita dei sistemi di
riparazione. Gli stessi autori hanno anche dimostrato che questa
osservazione pud essere estesa anche ai sistemi di riparazione del DNA
(Radak et al. 2003); infatti, studiando un gruppo di maratoneti hanno
evidenziato che questi soggetti presentano, a livello muscolare, un’elevata
attivita  della 8-oxoguanina DNA glicosilasi 1 (OGG1), enzima

-32.-



fondamentale per la riparazione del danno ossidativo al DNA, concludendo
che Dl'up-regolazione degli enzimi di riparo del DNA puo essere il
meccanismo attraverso cui 1’esercizio protegge il DNA dal danno
ossidativo.

L’aumento dell’attivita degli enzimi antiossidanti e dei meccanismi
di riparazione mediati dallo stress ossidativo indotto dall’esercizio possono
quindi giocare un ruolo di primo piano nel ridurre I’incidenza delle
patologie associate al danno ossidativo, come malattie cardiovascolari,
morbo di Alzheimer e alcuni tipi di cancro (Perry et al. 2005; Yu et al.
2006). Non a caso una moderata attivita fisica aerobica viene suggerita
anche dalle linee guida del ministero della salute per la prevenzione delle
patologie cardiovascolari e della sindrome metabolica in generale.
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2.3 L’esercizio modula le difese antiossidanti attivando vie di
trasduzione del segnale e fattori di trascrizione

Molti tentativi sono stati fatti per cercare di aumentare il livello di
antiossidanti nell’organismo, come: la prescrizione di diete particolari, la
supplementazione di antiossidanti con la dieta e la somministrazione di
antiossidanti di sintesi. Tuttavia nessuna di queste strategie ha mostrato di
innalzare sufficientemente le difese dell’organismo (Ji, 2002). E stato
osservato che individui che si sottopongono ad un allenamento moderato e
costante presentano, nei muscoli, livelli di enzimi antiossidanti maggiori
rispetto a individui sedentari, ed inoltre risultano piu resistenti allo stress
indotto dall’esercizio stesso (Ji, 1995; Sen, 1995). Probabilmente questo
adattamento deriva dall’effetto che piu sessioni di esercizio hanno
sull’espressione dei geni che codificano per enzimi antiossidanti.

Le cellule sono dotate di fattori di trascrizione che possono essere
attivati dallo stress ossidativo.

Alcuni di tali fattori sono: NF-kB, una proteina da shock termico
(HSF-1), p53, e MAPK.

Le ROS sono in grado di attivare proteine chinasi che hanno la
funzione di fosforilare residui di serina presenti sulla subunita inibitoria (I-
kB) di NF-kB. Cio provoca un’attivazione del fattore di trascrizione che
migra nel nucleo e si lega ad alcuni promotori stimolando la trascrizione.
Recentemente si ¢ notato che una singola sessione di allenamento
muscolare puo attivare la via della MAPK nei muscoli scheletrici, tanto che
’attivita chinasica risulta essere triplicata un’ora dopo lo sforzo (Krook et
al. 2000). L’attivazione di queste chinasi porta alla fosforilazione di
proteine coinvolte nel processo di attivazione del fattore di trascrizione AP-
1.

Alcuni enzimi antiossidanti, come MnSOD contengono, nelle
sequenze promotrici dei loro geni, siti di legame per NF-kB e AP-1, di
conseguenza sono coinvolti in un processo di up-regulation attivato
dall’esercizio. A sostegno di questa affermazione uno studio (Hollander et
al 2001) ha valutato I’andamento dell’espressione del gene della MnSOD
in seguito ad una singola sessione di esercizio intenso nei muscoli di ratto.
Si ¢ notato che, dopo circa due ore dall’allenamento, la quantita di NF-kB
legato al promotore era aumentata in modo significativo, e rimaneva
elevata per le successive 48 ore.

Anche per quanto riguarda il legame del fattore AP-1 ¢ stato
individuato un significativo aumento dopo la sessione di esercizio, tale
aumento ¢ risultato mssimale dopo 30 minuti dall’esercizio e ritornava ai
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livelli basali nel giro di poche ore. La quantita di mRNA risultava
aumentata, ma a tale aumento corrispondeva un incremento di espressione
dell’enzima sfalsato nel tempo di 48 ore.

Questi dati suggeriscono che, mentre una sessione intensa di esercizio puo
indurre uno stress ossidativo sufficiente ad attivare la trascrizione del gene
per la MnSOD, per avere un effettivo incremento della quantita di proteina
sintetizzata ¢ necessario che lo stimolo ossidativo, [’esercizio, sia
prolungato e ripetuto nel tempo. Da qui I’ipotesi che un’attivita aerobica
moderata e continuativa abbia maggiori effetti sulla stimolazione delle
difese antiossidanti.
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2.4 Esercizio fisco acuto ad esaurimento: una fonte di stress
ossidativo e causa di danni muscolari

Gli effetti benefici dell’esercizio fisico e dell’allenamento visti
finora, vengono completamente revertiti quando si parla di esercizio fisico
acuto ad esaurimento.

L’esercizio fisico acuto ad esaurimento ¢ accompagnato
dall’aumento della perossidazione lipidica, dalla riduzione del rapporto
GSH/GSSG e dall’aumento dei danni ossidativi a carico delle proteine.
Questo aumentato stress ossidativo pud, almeno in parte, essere
responsabile delle micro lesioni muscolari tipiche di questo tipo di
esercizio; si assiste infatti, al rilascio nel flusso ematico di enzimi citosolici
quali creatina chinasi e lattico deidrogenasi (Vina et al 2000). La sequenza
di eventi che sembrano coinvolti in questo meccanismo comprendono
nell’ordine: un’iniziale frattura meccanica dei sarcomeri, uno squilibrio
dell’accoppiamento tra eccitazione e contrazione ed infine, un aumento
delle vie di degradazione calcio sensibili. Tutto questo si traduce poi nella
riduzione della forza di contrazione, dolori muscolari, attivazione della
risposta inflammatoria con infiltrazione leucocitaria e rilascio di citochine
proinfiammatorie, meccanismo noto per essere fonte di specie reattive sia
dell’ossigeno sia dell’azoto (Jamurtas et al. 2005, Peake et al. 2005; Baran
etal. 2004).

Durante il corso di esercizi acuti ad esaurimento si assiste ad un
incremento del rapporto lattato/piruvato. Questo rapporto aumenta dal
momento in cui 1 meccanismi aerobi di produzione dell’energia non sono
piu in grado di sopperire alle richieste energetiche dell’esercizio e devono
quindi essere coinvolti 1 meccanismi anaerobi. Alcuni autori hanno
riscontrato una correlazione positiva tra 1’aumentato stress ossidativo,
indicato come aumento del rapporto GSSG/GSH, e I’aumento della sintesi
di lattato (Sastre et al. 1992)(figura 2.2).

L’aumento del rapporto lattato/piruvato sembra suggerire che al
termine di un esercizio ad esaurimento 1 soggetti si trovano in una
condizione almeno parzialmente anaerobica. A conferma di tale ipotesi
Vina et al. (Vina et al. 2000) hanno proposto e dimostrato che lo stress
ossidativo, indotto dall’esercizio acuto ad esaurimento, sia principalmente
causato da una forte attivazione della xantina ossidasi piuttosto che da un
aumento della produzione di ROS a livello mitocondriale. Essi hanno
notato non solo un aumento dell’attivita della xantina ossidasi, ma anche
che questo forte stress ossidativo pud essere prevenuto dalla
somministrazione di un inibitore della XO, come 1’allopurinolo, sia in ratti
che in soggetti umani.
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In conclusione, risulta evidente come un esercizio acuto ¢ ad
esaurimento, rappresenti un modello di stress ossidativo e muscolare che
eccede le normali capacita dell’organismo di mantenere 1’equilibrio tra
fattori pro ed antiossidanti.

0,08 -

0,06 -

GSSG/GSH

0,04 -

0,02 ‘ ‘ T \
0 20 40 60 80

Lattato/Piruvato

Figura 2.2: correlazione tra marcatori di stress ossidativo e aumento della liberazione
di lattato nel flusso ematico. (modificato da Sastre et al. 1992).
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Capitolo 3 I Glucosinolati ed il sulforafane

3.1 Struttura chimica e proprieta

I glucosinolati (GLS) costituiscono un vasto gruppo di
fitocomponenti presenti in molte famiglie di dicotiledoni angiosperme. In
particolare sono presenti in elevate quantita nei vegetali della famiglia delle
Brassicaceae o Crucifereae come broccoli, cavoli, cavolfiori e cavolini di
Bruxelles. Nelle piante, 1 GLS, ed i loro prodotti di degradazione, hanno
proprieta fungicide, battericide, nematocide e la loro composizione varia in
funzione della specie, del clima e delle condizioni di coltivazione (Fahey et
al. 2001). Sono inoltre responsabili dell’odore e del gusto pungenti, tipici
delle Crucifereae.

Dal punto di vista biologico 1 GLS sono composti relativamente
inattivi, ma, quando vengono a contatto con la mirosinasi, un enzima che
coesiste con 1 GLS nelle piante ma fisicamente separato da essi, formano
diversi prodotti di idrolisi con differenti attivita biologiche. Tra questi, gli
isotiocianati (ITC), sono quelli che hanno maggiormente attirato
I’attenzione dei ricercatori, a causa delle loro interessanti proprieta
biologiche. In particolare, il sulforafane (SF) (1-isotiocianato-(4R)-
(metilsulfinil)butano), un ITC prodotto a seguito dell’idrolisi del
corrispondente glucosinolato glucorafanina, ¢ stato ampiamente studiato
per le sue proprieta chemiopreventive e antinfiammatorie.

La struttura base dei GLS ¢ costituita da un [B-D-tioglucosio,
un’ossima sulfonata ed una catena laterale variabile derivata da metionina,
triptofano, fenilalanina o vari amminoacidi ramificati (figura 3.1). La
catena laterale ed il gruppo solfato possono presentare due diverse
configurazioni stereochimiche attorno al doppio legame C=N. La struttura
della catena laterale ¢ molto variabile e pud presentare gruppi alifatici
(alchili, alchenili, idrossialchenili, ®-metiltioalchili, ®-sulfinili e -
sulfonilalchili), aromatici (benzili e benzili sostituiti) o eterocicli (indolo) e
sono proprio tali gruppi a determinare le proprieta chimico-fisiche degli
ITC derivanti dall’idrolisi de1 GLS.

Il gruppo solfato presente nella molecola le conferisce caratteristiche
fortemente acide, cosi 1 GLS si trovano di norma sotto forma di sali con il
potassio come controione, hanno caratteristiche idrofile e non sono volatili.
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Figura 3.1: Struttura base dei glucosinolati

3.2 Fonti alimentari

Le piante piu ricche di GLS appartengono alla famiglia delle
Brassicaceae e comprendono vegetali comunemente consumati come
cavoli, broccoli, cavolfiore e cavolini di Bruxelles, radici come il ravanello,
la rapa e la rapa svedese, vegetali in foglia come la rucola e salse come
senape ¢ wasabi. I GLS nelle piante variano sia qualitativamente che
quantitativamente a seconda della specie, del tipo di tessuto considerato,
dell’eta e della salute della pianta e naturalmente dei fattori ambientali
(pratiche agricole, condizioni climatiche). Molto importanti sono anche 1
processi di cottura cui sono sottoposti, che spesso portano ad una riduzione
nel contenuto di GLS. Per esempio, 150 g di broccoli freschi possono
fornire da 56 a 112 mg di SF, valore che diminuisce se i broccoli vengono
cotti, o se sono conservati per lungo tempo. La migliore fonte di
glucorafanina, il precursore di SF, sono i germogli di broccoli di 3 giorni.
Questi contengono da 10 a 100 volte piu glucorafanina dei broccoli maturi.
A renderli ancora piu interessanti, dal punto di vista nutrizionale, ¢ il fatto
che contengono basse quantita di glucosinolati indolici, che sono
considerati potenziali agenti promotori tumorali (Fahey et al. 1997).
Sebbene siano state descritte piun di 120 strutture di GLS, sono
relativamente poche quelle presenti nelle Brassicaceae normalmente
assunte con la dieta. Tra 1 GLS piu significativi, il 3-butenilico, il 4-
pentenilico e le loro forme idrossilate sono contenute principalmente nel
cavolo Cinese e in altre specie di Brassica rapa e Brassica oleracea; 1l 3-
metiltiopropil, il 3-metilsulfinilpropil, il 2-propenil e il 4-metilsulfinilpropil
glucosinolato nei broccoli, cavoli e cavolfiore; il feniletil glucosinolato ed
il 4-metiltiobutil glucosinolato nel crescione. Il feniletil, il 2-propenil ed il
4-metiltiobutil isotiocianato risultano piccanti, mentre il 3-butenil ed il 4-
pentenil isotiocianato hanno un sapore piu acre. Il sulforafane ¢ il piu
idrofilo degli ITC assunti con la dieta, ma, a differenza della maggior parte
di questi, contribuisce poco al sapore.
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3.2.1 Idrolisi

I GLS sono chimicamente e termicamente stabili, quindi 1’idrolisi €
prevalentemente di tipo enzimatico. La mirosinasi ¢ una f-tioglucosidasi
che viene rilasciata quando i tessuti vegetali vengono danneggiati, come,
per esempio, durante la raccolta e il trasporto delle piante, oppure in
seguito alla masticazione. L’enzima causa [1’idrolisi del legame
tioglucosidico producendo glucosio ed un aglicone instabile, il
tioidrossiammato-O-sulforafane, che a seguito di un riarrangiamento
spontaneo, porta a differenti prodotti, la cui struttura chimica dipende dalle
condizioni di reazione (pH, presenza o meno di Fe** e specifiche proteine)
e dalla catena laterale dei GLS da cui originano (Figura 3.2a). L’enzima,
analizzato ai raggi X, presenta una struttura dimerica legata da un atomo di
zinco, € una caratteristica forma cosiddetta “a barile”(Figura 3.2¢). Una
peculiarita della mirosinasi presente nelle piante ¢ la sua attivazione ad
opera dell’acido ascorbico, questo, infatti, agisce con un effetto allosterico
sull’attivita dell’enzima (Burmeister et al. 2000).

A pH 6-7 1 prodotti pit comuni sono gli ITC, che si formano dai
GLS per azione della mirosinasi e successivo riarrangiamento di Lossen
(Figura 3.2b) (Bones et al., 2006). La cinetica dell’enzima differisce da
specie a specie e piu isoforme possono esistere anche all’interno della
stessa pianta. In aggiunta all’enzima presente nelle piante, sono state
identificate mirosinasi nei funghi, negli afidi e nei batteri, in particolare in
batteri presenti nella microflora animale e umana. Cio risulta molto
importante in quanto con la cottura dei cibi, la mirosinasi presente nei
tessuti vegetali viene inattivata e 1 GLS ingeriti intatti vengono convertiti a
ITC dalle mirosinasi presenti nella microflora intestinale. Nel complesso
comunque 1’assorbimento e I’escrezione risultano sostanzialmente inferiori
nei vegetali cotti rispetto a quelle crudi (Fahey et al. 2001).
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Figura 3.2: a) Schema dei vari prodotti di idrolisi derivanti dall’azione della
mirosinasi sui glucosinolati b) Riarrangiamento di Lossen che conduce alla formazione
di ITC c) Struttura dimerica della mirosinasi con un atomo di zinco al centro (Bones et

al., 2006).
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3.3 Metabolismo

Per capire se un fitocomponente presente negli alimenti puo svolgere
un ruolo nel mantenimento della salute, risulta fondamentale conoscere il
suo metabolismo all’interno dell’organismo e la sua biodisponibilita, intesa
come quantita di composto che raggiunge la circolazione sistemica.

Il normale processo che una qualsiasi sostanza segue all’interno
dell’organismo viene suddiviso in diverse fasi: liberazione, assorbimento,
distribuzione, metabolismo ed escrezione.

3.3.1 Liberazione e assorbimento

Per liberazione si intende il rilascio del composto dalla matrice
alimentare e la sua dissoluzione nei fluidi biologici. Questa fase ¢
indispensabile per fare in modo che il composto arrivi, a livello della
mucosa intestinale, in una forma che gli permetta di essere assorbito dagli
enterociti, attraverso diffusione passiva, passaggio attraverso le giunzioni
cellulari o utilizzando trasportatori specifici.

La liberazione dei GLS dalla matrice vegetale e la loro
trasformazione a ITC dipende da svariati fattori:

- concentrazione di GLS nelle piante e tipo di matrice vegetale

- idrolisi dovuta a danneggiamento dei tessuti vegetali durante
lavorazioni e immagazzinamento

- caratteristiche chimico-fisiche dei GLS e corrispondenti ITC e loro
stabilita

- livello di rottura dei tessuti durante la masticazione

- efficienza digestiva e dei processi intestinali

- azione della microflora intestinale

La dissoluzione di un composto e il suo assorbimento sono
determinati dalla sua solubilitd in ambiente acquoso, dalla ionizzazione
(pKa), e dalla lipofilia, definita dal coefficiente di partizione acqua-ottanolo
(log P), che risulta un fattore cruciale per la partizione passiva ai lati della
membrana plasmatica. Estato suggerito che 1’assorbimento intestinale
sarebbe ottimale per un log P compreso tra 0.5 e 2.0. Il gruppo solfato
presente nella struttura dei GLS li rende fortemente acidi, e per un GLS
intatto si puo predire una pKa di circa 1.9. Con tale pKa la diffusione
passiva puod avvenire solamente a livello dello stomaco, ma, questo, avendo
solo una piccola superficie disponibile, non costituisce il maggior sito di
assorbimento. I GLS sono composti ionizzati e idrofili, motivo per cui non
permeano facilmente la membrana cellulare. E stato quindi predetto che
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vengano assorbiti attraverso pori acquosi o mediante trasporto attivo. La
presenza di un gruppo glucoside nella molecola potrebbe suggerire il
trasporto attivo attraverso il trasportatore del glucosio ma studi in vitro
hanno dimostrato che nessuno dei GLS viene attivamente assorbito lungo il
tratto dell’intestino preso in esame, come avviene per il glucosio. E stato
invece riscontrato un passaggio per trasporto facilitato.

A differenza dei composti di partenza, la maggior parte dei prodotti
di degradazione dei GLS non ha gruppi acidi o basici e cosi, per esempio,
si pud predire che il log P sia indipendente dal pH e abbia un valore
compreso tra 0.2 e 4.4. Sono inoltre composti molto piu lipofili € hanno un
peso molecolare relativamente basso. L’assorbimento di tali prodotti di
degradazione non mostra saturazione, confermando cosi un meccanismo di
diffusione passiva.

SF ha un peso molecolare di 177 g/mol e un log P di 0.72 (Cooper et
al. 1997), per cui una volta formatosi, a livello del cavo orale in seguito a
masticazione o nell’intestino ad opera della microflora, viene rapidamente
assorbito, come dimostrato in uno studio condotto da Petri, nel quale
I’effettiva permeabilita intestinale del SF viene stimata pari a 18.7 + 12.6 X
10* cm/s e la percentuale di assorbimento pari a 74 + 29% (Petri et al.
2003).

Gli ITC all’interno della cellula vengono coniugati con il glutatione
(GSH), ad opera dell’enzima glutatione-S-transferasi. E stato dimostrato
che elevati livelli cellulari di GSH corrispondono ad un aumento
dell’'uptake di ITC nella cellula. Inoltre, 'uptake iniziale aumenta
linearmente con 1’aumento di una specifica glutatione-S-transferasi, € non
sembra essere influenzato dalla lipofilicita degli ITC (Zhang 2001). In
alcuni studi su animali ¢ stato dimostrato che gli ITC possono anche essere
coniugati con cisteina ma, ¢ verosimile pensare, che tali prodotti si
dissocino prima di essere assorbiti dalla cellula mediante diffusione passiva
¢ vengano poi coniugati a livello intracellulare con il GSH (Brusewitz et al.
1977; Gorler et al. 1982). L equilibrio tra ITC liberi e legati ¢ la proprieta
chiave che facilita il passaggio attraverso la membrana cellulare e, la
coniugazione con GSH all’interno della cellula ¢ la forza guida per la
diffusione passiva e I’accumulo di ITC.

Oltre che dalle caratteristiche del composto in esame comunque,
I’assorbimento dipende anche da svariati fattori fisiologici quali
I’espressione di determinati trasportatori, il riempimento gastrico, la
motilita gastrointestinale, il pH, il flusso sanguigno e linfatico e la presenza
di stati patologici. Tutti questi parametri non sono fino ad ora stati
considerati negli studi sull’assorbimento dei GLS e derivati.
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3.3.2 Distribuzione

Per distribuzione si intende il movimento di un composto dal sito di
somministrazione ai vasi ed ai tessuti. I principali parametri che
condizionano la distribuzione sono il flusso sanguigno, le barriere create
dalle membrane, 1’affinita per i tessuti e la presenza nel sangue di proteine
plasmatiche quali albumina e glicoproteine, che legano 1 composti e li
trasportano attraverso il circolo sanguigno. Finché un composto si trova
legato a tali proteine non ¢ in grado di raggiungere il suo sito d’azione e
non pud svolgere alcuna azione biologica. Risulta quindi importante
verificare quale frazione del composto assorbito risulta libera, cio¢ non
legata alle proteine plasmatiche. Tale wvalore dipende, sia dalla
concentrazione del composto sia da quella delle proteine e naturalmente
dalla costante di associazione che caratterizza il legame. Per quanto
riguarda 1 GLS, non ci molti dati disponibili sulla loro distribuzione
nell’organismo ma, data la loro struttura chimica e le loro proprieta, appare
inverosimile che possano essere assorbiti e distribuiti immodificati
nell’organismo umano.

I loro prodotti di degradazione o 1 metaboliti di questi ultimi sono
invece distribuiti in tutto 1’organismo e raggiungono differenti tessuti. La
mancanza di metodologie per determinare basse concentrazioni di ITC nel
sangue ¢ nei tessuti spiega le scarse conoscenze disponibili sulla loro
distribuzione nell’organismo e sulla loro biodisponibilita sistemica. Solo
recentemente Ye et al.(2002) hanno sviluppato un metodo appropriato e
sensibile, che ha reso possibili gli studi di farmacocinetica nell’uomo. E
stato osservato che, in seguito ad un rapido assorbimento e comparsa nel
plasma (0.94 + 2.27 umol/L), i livelli di picco degli ITC provenienti dai
broccoli (in maggioranza sulforafane, iberina ed euricina), diminuiscono,
dimostrando una rapida distribuzione, che segue una cinetica del primo
ordine con una emivita di 1.77 £ 0.13 ore (Ye et al. 2002).

Da uno studio, effettuato somministrando a dei ratti ITC marcati con
carbonio 14, si ¢ visto che elevati livelli di ITC si vengono a trovare
rapidamente nello stomaco e nell’intestino, concentrazioni intermedie si
trovano nel pancreas e nella milza e bassissime concentrazioni sono state
identificate a livello di cuore e cervello (Conaway et al. 1999).

Gli ITC sono trasportati nel sangue probabilmente legati alle proteine
plasmatiche ¢, solo in piccola parte, in forma libera. La distribuzione ai
singoli tessuti coinvolge il passaggio dei composti attraverso le membrane
e questo segue lo stesso meccanismo di uptake descritto per 1’assorbimento
intestinale. La forza guida per la diffusione passiva degli ITC attraverso le
membrane ¢ la coniugazione con il GSH. In base a questi dati ¢ quindi
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possibile ipotizzare che gli effetti organo-specifici degli ITC dipendano
dalla concentrazione di GSH nei diversi tessuti (Temmink et al. 1986).

3.3.3 Metabolismo ed escrezione

La biodisponibilita di un composto, anche se assorbito in elevate
concentrazioni, pud essere limitata da un rapido ed esteso metabolismo.
Risulta quindi importante determinare quali sono i1 metaboliti di tale
composto € in che concentrazioni si ritrovano nel sangue, nelle urine o
nelle feci.

Il fatto che non siano presenti GLS intatti nelle feci suggerisce che
questi composti siano sottoposti ad un esteso metabolismo. Sono, pero,
ancora poche le informazioni sulle reazioni cui sottostanno e, la mancanza
di un valido strumento per la determinazione dei loro metaboliti nel
plasma, ha fatto si che gli studi si concentrassero sulla misura
dell’escrezione dei metaboliti nelle urine e nelle feci. I maggiori composti
di escrezione urinaria nell’uomo sono 1 coniugati con N-acetilcisteina, che
sono stati usati come biomarcatori urinari dell’esposizione dietetica ai
glucosinolati.

Come gia detto, 1 GLS vengono idrolizzati a ITC ad opera
dell’enzima mirosinasi a livello del cavo orale in seguito a liberazione
dell’enzima dalla matrice vegetale, o a livello intestinale ad opera della
microflora. Il primo passo del metabolismo degli ITC ¢ la coniugazione
con GSH. Non ¢ chiaro se questa coniugazione avvenga nel duodeno
durante I’assorbimento, oppure nel fegato, che ¢ il sito con la piu alta
attivita glutatione transferasica. Successivamente, gli ITC coniugati
vengono metabolizzati da differenti enzimi quali ad esempio la
glutamiltranspeptidasi, la cisteinilglicinasi e la N-acetiltransferasi che
portano alla formazione dei diversi metaboliti mostrati in figura 3.3.

Tale sequenza di reazioni conduce di norma alla formazione di acido
mercapturico, un metabolita che, data la sua idrofilia, puo facilmente essere
escreto con le urine (Keum et al. 2004) (Fig.3.3).

In seguito a somministrazione di 100 g di broccoli, nelle urine sono
stati identificati sia i1l SF libero che 1 suoi metaboliti SF-N-acetilcisteina,
SF-cisteina e SF-cisteinglicina in concentrazioni da 1 a 16 pM e il
composto SF-N-acetilcisteina ¢ stato identificato come il maggior
metabolita. Le concentrazioni trovate nel plasma raggiungono 0.80 uM
(SF-cisteina) dopo un’ora dalla somministrazione e diminuiscono fino a
0.20 uM dopo 6 ore (4! Janobi et al. 20006).
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Figura 3.3: Sintesi e metabolismo degli ITC. I glucosinolati sono convertiti a ITC
dall’azione dell’enzima mirosinasi che si trova nelle piante o nella flora intestinale. Gli
ITC formati vengono coniugati con il glutatione dall’enzima glutatione S-transferasi
(GST), quindi metabolizzati tramite una serie di reazioni catalizzate dagli enzimi y-
glutamiltranspeptidasi (GTP), cisteinilglicinasi (CGase), e N-acetiltransferasi (NAT).
Questa serie di reazione conduce alla formazione di acido mercapturico che viene
escreto con le urine Per il sulforafane il gruppo R e CH3SO(CH2)4- e il suo precursore
nelle piante e chiamato glucorafanina (Keum et al. 2004).
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3.4  Attivita biologiche

Molti studi dimostrano che un largo consumo di Brassicaceae ¢
correlato con una diminuzione del rischio di cancro; questo ¢ piu evidente a
livello di stomaco, polmone, colon e retto € meno per il cancro prostatico,
endometriale e ovarico (van Poppel et al. 1999).

Tra 1 prodotti di idrolisi dei GLS, SF ¢ sicuramente uno di quelli con
maggiore attivita biologica.

3.4.1 Effetti chemiopreventivi

Il National Cancer Institute USA ha inserito SF nella lista dei 40 piu
promettenti  anticancerogeni  (Kelloff et al. 2000). L’effetto
chemiopreventivo di SF ¢ probabilmente determinato da molteplici
meccanismi, 1 quali interagiscono assieme per ridurre il rischio di
cancerogenesi. Tali meccanismi comprendono la modulazione del
potenziale antiossidante, 1’inibizione degli enzimi di fase I e 1’induzione
degli enzimi di fase II, I’inibizione degli addotti con il DNA, I’induzione
dell’apoptosi, proprietd antinfiammatorie, 1’inibizione dell’angiogenesi e
metastasi, la modificazione degli istoni, e la rottura dei microtubuli.

L’angiogenesi ¢ il processo di formazione di nuovi vasi sanguigni
attraverso cui la massa tumorale in crescita si assicura il nutrimento. Senza
questa nuova formazione di vasi in grado di creare e sviluppare una rete di
capillari intratumorali, la crescita della massa € limitata a soli circa 0.5 mm
di diametro, ovvero lo spessore massimo attraverso cui riescono a
diffondere 1’ossigeno e 1 nutrienti. La progressione dell’angiogenesi
neoplastica richiede la presenza di alcune molecole proangiogeniche
rilasciate dalle cellule tumorali, come il fattore di crescita vascolare
endoteliale (VEGF). SF ha mostrato effetti inibitori sull’espressione di
RNA di VEGF e di altri fattori trascrizionali associati all’angiogenesi, ha
inoltre mostrato di inibire 1’angiogenesi attraverso la soppressione della
proliferazione in cellule endoteliali di aorta di bovino, e un effetto simile ¢
stato osservato nelle cellule endoteliali della vena ombelicale dell’uomo.
Nell’insieme questi risultati indicano che SF agisce sia in vitro sia in vivo
sulla popolazione cellulare endoteliale, interagendo con tutti gli stadi
essenziali della neovascolarizzazione, dal segnale di proangiogenesi alla
proliferazione e migrazione di cellule endoteliali, nonché alla formazione
di vasi sanguigni.

Un altro meccanismo attraverso il quale SF ¢ in grado di incidere sul
processo cancerogeno, ¢ la modificazione dell’acetilazione delle proteine
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istoniche, processo altamente dinamico che esercita un profondo controllo
sull’espressione genica. Gli istoni deacetilati (HDAC) rappresentano uno
dei target piu promettenti per lo sviluppo di farmaci antitumorali, in quanto
risultano sovraespressi in numerose cellule e tessuti tumorali (Kim et al.
2003). 11 trattamento con SF di diversi tipi cellulari ha evidenziato una
diminuzione dell’attivita istone deacetilasica e un aumento degli istoni
acetilati H3 e H4 (Myzak et al. 2004). L’inibizione della deacetilazione
istonica ¢ stata attribuita ai metaboliti di SF, SF-cisteina e SF-N-
acetilcisteina (SF-NAC). SF ¢ inoltre in grado di arrestare il ciclo cellulare
attraverso 1’inibizione della polimerizzazione della tubulina, con
conseguente rottura dei microtubuli (Jackson et al., 2004).

3.4.2 Modulazione degli enzimi di fase I e 11

Tutti 1 composti presenti nell’ambiente o introdotti con la dieta
vengono sottoposti a biotrasformazione una volta entrati nell’organismo
umano.

Le reazioni di biotrasformazione sono di due tipi: reazioni di fase I e
di fase II. Le prime comprendono ossidazioni, riduzioni ed idrolisi € sono
dette “di funzionalizzazione” in quanto il loro scopo ¢ di inserire, a livello
del substrato, gruppi funzionali di legame (-COOH, -SH, -OH) che
permettano le reazioni di fase II. Le reazioni di fase I rendono i substrati
piu idrofili e sono catalizzate dal sistema ossidasico a funzione mista
localizzato a livello del reticolo endoplasmatico delle cellule epatiche.
Questa famiglia di enzimi ¢ costituita principalmente dal citocromo P450
(CYP). Gli enzimi di fase I possono essere responsabili della formazione di
composti cancerogeni, in quanto possono trasformare molecole
precancerogene 1in intermedi altamente reattivi che possono legare
macromolecole critiche come DNA, RNA e proteine.

Nei roditori, numerosi studi hanno dimostrato che SF puo inibire la
formazione di addotti al DNA e contrastare 1 composti cancerogeni
variando 1l livello di alcune i1soforme di CYP, sia tramite meccanismi
competitivi, sia con modificazioni covalenti dirette (Zhang et al. 1994).
Negli epatociti di ratto, SF ¢ stato in grado di diminuire I attivita
enzimatica di CYP1A1 e 2B1/2 con meccanismo dose-dipendente (Maheo
et al. 1997). Nei microsomi epatici di ratti trattati con acetone ha inibito in
modo competitivo CYP2E1 e la genotossicita indotta da N-
nitrosodimetilammina (NDMA) (Barcelo et al. 1996). Alle concentrazioni
di 0.064-20 uM SF ha inibito la sintesi del DNA indotta dal’NDMA (33.5
uM) con meccanismo dose-dipendente. Inoltre, SF (0.1-10 uM), mediante
I’azione su CYP2EI, ha prodotto una marcata riduzione della rottura del
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filamento del DNA, causata da cancerogeni quali NDMA e 2-ammino-3-
metilimidazo[4,5- f]crinolina (IQ) (Barcelo et al. 1998).

Negli epatociti umani SF ha diminuito 1’espressione di CYP3A4,
un’isoforma predominante nel fegato, sia a livello di mRNA, sia come
attivita enzimatica (Maheo et al. 1997).

Alle dosi di assunzione dietetica, SF ha diminuito 1 livelli di
apoproteina CYP2B, mentre a dosi piu elevate anche quelli di apoproteina
CYP3A2 (Yoxall et al. 2005).

La capacita di SF di inibire gli enzimi di fase I ¢ legata a quella di
contrastare la formazione di addotti al DNA causata da composti
cancerogeni. Studi in vitro hanno indicato SF come un potente inibitore
della mutagenesi indotta dalle ammine eterocicliche (HCA) (Shishu et al.
2003). L’esposizione a HCA, derivante dalla cottura della carne, ¢ stata
implicata nell’eziologia di alcuni tumori, come quello al seno, al colon ed
alla prostata. Il trattamento con SF (1-10 uM) ha significativamente ridotto
il livello di addotti al DNA formati dalla 2-ammino-I1-metil-6-
fenilimidazo[4,5-b]piridina, il tipo di HCA piu abbondante negli epatociti e
nelle cellule umane HepG2, in modo dose-dipendente.

Nella linea MCF-10F di cellule epiteliali di ghiandola mammaria, SF
ha inibito la formazione di addotti successivi ad esposizione a
Benzo[a]pirene (BaP) e 1,6-dinitropirene. Il pretrattamento per 24 ore con
SF prima dell’esposizione a BaP ha ridotto a meno del 20% il numero delle
rotture del filamento del DNA prodotta dal cancerogeno (Bonnesen et al.
2001). SF, a dosi non tossiche, ¢ risultato inefficace nell’indurre CYP1AI
nelle cellule LS-174, ma ha fornito protezione inducendo gli enzimi di fase
II. Questi dati forniscono evidenza di come SF sia in grado di proteggere il
DNA dai danni causati dagli agenti cancerogeni in vitro, tramite
I’inibizione di alcuni enzimi di fase II, sebbene la correlazione tra 1 due
meccanismi non sia sempre chiaramente dimostrata.

Le reazioni catalizzate dagli enzimi di fase II sono reazioni di
coniugazione che generalmente aumentano la solubilita in acqua dei
composti, favorendo cosi la loro escrezione per via renale. Dato che tali
enzimi facilitano D’escrezione dei composti dall’organismo, sono anche
chiamati enzimi detossificanti. SF ¢ uno dei piu potenti induttori conosciuti
di tali enzimi. I geni che codificano per questi enzimi contengono una
specifica sequenza di DNA, chiamata antioxidant responsive element
(ARE). E stato dimostrato che gli ITC aumentano 1’attivita degli enzimi di
fase II incrementando la trascrizione di geni che contengono la sequenza
ARE (Dinkova-Kostova 2002). 1 geni che contengono questa sequenza di
enhancer sono regolati dal fattore di trascrizione Nrf2. Nrf2 si trova nel
citoplasma legato alla proteina citoscheletrica Keapl. In seguito ad
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alterazione dello stato redox citosolico, si rompe il legame tra Keapl e
Nrf2, quest’ultimo viene cosi attivato e, libero dal legame con la proteina,
puo essere traslocato al nucleo dove induce la trascrizione dei geni che
presentano la sequenza ARE. Molti studi dimostrano che tale via
metabolica ¢ implicata nella protezione cellulare da stress ossidativo e che
puo costituire un efficace bersaglio terapeutico nei disordini cronici quali
cancro ¢ patologie neurodegenerative (Lee et al. 2004). SF e gli ITC in
generale sono considerati antiossidanti indiretti, in quanto sono in grado di
proteggere le cellule dalla eccessiva produzione di radicali liberi, non
agendo da donatori o accettori di elettroni, ma andando a modulare
I’espressione degli enzimi di fase II e modificando i livelli intracellulari di
GSH. Gli ITC nella cellula sono coniugati con GSH e questo porta ad una
diminuzione del pool intracellulare di tale composto, che viene compensata
dall’attivazione della y-glutamilcisteina sintasi, I’enzima limitante nella
sintesi del GSH (Mulcahy et al. 1997).

3.4.3 Induzione di apoptosi

La morte cellulare programmata od apoptosi ¢ un processo finemente
regolato che avviene in conseguenza di una serie di condizioni fisiologiche
e patologiche, come parte del ciclo cellulare. L apoptosi svolge un ruolo
fondamentale nella fisiologia e nello sviluppo cellulare, cosi come nel
mantenimento dell’omeostasi e nell’eliminazione di cellule danneggiate o
non piu necessarie per 1I’organismo. Un alterazione nella regolazione del
processo apoptotico pud contribuire direttamente alla patogenesi di alcune
malattie, come disordini del sistema immunitario, degenerazione neuronale
e tumori.

A differenza della necrosi, durante la quale la cellula subisce un
insulto maggiore che causa perdita dell’integrita della membrana e
liberazione del contenuto cellulare nello spazio circostante, la morte di tipo
apoptotico ¢ contraddistinta da precise e progressive modificazioni
morfologiche, che portano ad un’eliminazione “pulita” dei componenti
cellulari e senza innesco di un processo flogistico, come tipicamente
avviene nella necrosi.

L’apoptosi ¢ indotta da numerosi stimoli, inclusi composti
genotossici e vari processi ossidativi, che attivano le caspasi, una famiglia
di cisteina-proteasi, responsabili dell’iniziazione e dell’esecuzione
dell’apoptosi stessa. Questi enzimi sono utilizzati comunemente sia per
valutare se I’apoptosi ¢ indotta in differenti sistemi sperimentali, sia per
stabilire marcatori precoci o tardivi di apoptosi, a seconda di quale caspasi
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¢ esaminata (Degterev et al. 2003). L’azione delle caspasi, sintetizzate
come proenzimi inattivi e attivate per eliminazione di specifici residui di
aspartato, ha come risultato finale la scissione e I’inibizione di proteine
cellulari chiave, come la poli(-ADP-ribosio)polimerasi (PARP), enzima
riparatore del DNA (Degterev et al. 2003). L apoptosi pud essere anche
indotta attraverso una via caspasi-indipendente, mediante il rilascio di
fattori proteici inducenti apoptosi (AIF) nel citosol o con I’attivazione delle
calpaine, proteasi citosoliche calcio-dipendenti (Broker et al. 2005).

La prima evidenza dell’effetto citostatico ad opera di SF ¢ stata
rilevata nelle cellule tumorali del colon umano (Gamet-Payrastre et al.
1998). 1l trattamento con SF 15 e 50 pM ha ridotto la wvitalita
rispettivamente nelle cellule HT29 e Caco-2. In seguito, in cellule tumorali
murine di colon (Gamet-Payrastre et al. 1998), prostata (Singh et al. 2004;
Choi et al. 2007), midollo (Gingras et al. 2004) e ghiandola mammaria
(Jackson et al. 2004), ¢ stata evidenziata la capacita di SF di indurre gli
eventi caratteristici dell’apoptosi, quali la condensazione cromatinica, la
traslocazione della fosfatidilserina attraverso la membrana plasmatica e la
frammentazione del DNA.
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Capitolo 4 Induzione degli enzimi di fase 2

L’antioxidant responsive element (ARE) ¢ wuna sequenza di
enhancer cis-agente che media ’attivazione trascrizionale dei geni
delle cellule esposte a stress ossidativo (Rushmore et al., 1991).

Il termine “stress ossidativo” comprende una varieta di condizioni
che provocano un cambiamento dello stato redox cellulare quali, ad
esempio, I’aumento della produzione di specie radicaliche ¢ la
presenza di xenobiotici, ad azione pro-ossidante, contenenti gruppi
reattivi che mimano un insulto ossidativo. In risposta a ci0, i geni
che presentano la sequenza ARE codificano proteine che aiutano
sia a controllare lo stato redox cellulare, sia a proteggere le cellule
dal danno ossidativo (Hayes et al., 1999).

Le proteine codificate dai geni che possiedono ARE tra le sequenze
di enhancer includono una serie di enzimi associati alla biosintesi
del glutatione (Wild et al., 1998), proteine redox provviste di
gruppi sulfidrilici (Ishii et al., 2000) ed enzimi del metabolismo
dei farmaci (McMahon et al., 2001).

La prima evidenza dell’esistenza di una via metabolica mediata da
ARE per la regolazione genica ¢ stata che alcuni xenobiotici sono
in grado di modulare 1’attivita degli enzimi di fase 1 e 2, coinvolti
nel metabolismo dei farmaci (Prochaska et al., 1985).

Il CYP1A1, enzima di fase 1, viene indotto nelle cellule in seguito
ad esposizione a sostanze endogene o xenobotiche che risultino
ligandi per il recettore arilidrocarburo (AhR) (Whitlock, 1999).
Questa via ben caratterizzata coinvolge il complesso AhR-ligando,
il quale dimerizza con la proteina AhR-nuclear translocator
(ARNT), per poi legarsi ad una regione di enhancer del DNA
conosciuta come xenobiotic responsive element (XRE) (Swanson et
al., 1995). Alcuni ligandi AhR sono anche in grado di indurre
enzimi di fase 2 come la glutatione S-transferasi (GST) e la
NAD(P)H:chinone ossidoreduttasi (NQO1) (Favreau et al., 1991).
I composti che inducono enzimi di fase 1 e di fase 2 sono
considerati induttori bifunzionali, mentre quelli che regolano
I’espressione dei soli enzimi di fase 2 sono detti induttori
monofunzionali (Prochaska et al., 1988).

Affinché gli induttori bifunzionali siano in grado di aumentare
I’espressione degli enzimi di fase 2, devono venire metabolizzati
dalle monoossigenasi (enzimi di fase 1) a composti chimicamente
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simili agli induttori monofunzionali. Tutto cio ¢ facilitato dalla
loro capacita di indurre il CYP1A1, con I’effetto di aumentare il
loro stesso metabolismo (Rushmore et al., 1990).
Alcuni studi hanno anche dimostrato I’esistenza di una distinta via
di induzione degli enzimi di fase 2, indipendente dal sistema che
coinvolge AhR.
Studi successivi hanno scoperto 1’esistenza di un nuovo elemento
cis-agente all’interno della regione che fiancheggia il lato 5° del
gene GSTA2 di ratto che risponde al B-naftoflavone (B-NF), un
induttore bifunzionale, in presenza di un AhR attivo (Telakowski-
Hopkins et al., 1988).
L’analisi dei promoter ha mostrato che la sequenza di DNA di
questa porzione regolatoria di 41-bp ¢ diversa da XRE; questa
unica regione enhancer ¢ stata piu tardi chiamata ARE, in quanto
non solo reattiva nei confronti di B-NF, ma anche nei confronti di
antiossidanti fenolici (Rushmore et al., 1990).
Si puo quindi affermare che ARE ¢ in grado di mediare risposte
trascrizionali in seguito all’esposizione ad una grande varieta di
molecole strutturalmente diverse (Figura 4.1). Il core della
sequenza di DNA, essenziale perché si verifichi la risposta in
seguito a tali stimoli, ¢ stato determinato attraverso analisi
mutazionali e di delezione: la sequenza ¢ definita come 5’-
TGACnnnGC-3’ (Rushmore et al., 1991).
Successivamente sono stati identificati altri geni indotti da agenti
mono e bifunzionali che possiedono tale promotore, tra cui il gene
della subunita GSTAT1 di topo (Friling et al., 1990) e 1 geni NQO1
umani e di ratto.

I paragrafi successivi focalizzeranno 1’attenzione fondamentalmente
sugli enzimi di fase 2, descrivendo dettagliatamente 1 processi alla base del
meccanismo di attivazione.
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Figura 4.1: regolazione trascrizionale dei geni di ratto GSTA2 ed NQOI
data da induttori mono e bifunzionali. Induttori bifunzionali e TCDD
attivano AhR il quale trasloca al nucleo e si associa ad ARNT per attivare la
trascrizione attraverso XRE. Gli induttori bifunzionali possono attivare la
trascrizione anche attraverso ARE grazie ad un meccanismo separato dal
precedente che prevede la loro trasformazione in metaboliti attivi con le
caratteristiche degli induttori monofunzionali. Tali induttori possono agire
solo attraverso il meccanismo mediato da ARE. 3-MC, 3-metilcloroanterene,
B(a)P, benzo(a)pirene, TCDD, 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-diossina.
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4.1 Enzimi detossificanti di fase 2
4.1.1 Glutatione ed enzimi ad esso correlati

Alcuni tra 1 piu importanti sistemi antiossidanti endogeni sono
rappresentati dal tripeptide GSH e da piccole proteine, come la
tioredoxina, la glutaredoxina e la perossiredoxina, che hanno la
peculiarita di contenere nella loro struttura dei gruppi tiolici. Tra
tutte queste molecole il glutatione si trova ubiquitariamente e in
concentrazione millimolare all'interno della cellula e apporta il
contributo maggiore nel mantenimento dello stato redox ottimale.
Il GSH esiste sia nella forma ridotta, il GSH, sia in quella ossidata,
il GSSG, e partecipa alle reazioni redox attraverso l'ossidazione
dei gruppi tiolici. Nelle normali condizioni redox cellulari la
molecola si trova principalmente nella forma ridotta ed ¢
distribuita soprattutto nel nucleo, nel reticolo endoplasmatico e nei
mitocondri; ¢ possibile anche una forma legata covalentemente a
proteine, attraverso un processo detto glutationilazione (Huang et
al., 2002), grazie al quale puo agire come cofattore enzimatico in
meccanismi di difesa cellulare (Pompella et al., 2003).

Il GSH puo agire direttamente nei confronti dei radicali liberi
oppure puod funzionare da substrato durante la detossificazione di
acqua ossigenata, idroperossidi lipidici e composti elettrofili.

Il glutatione ¢ sintetizzato enzimaticamente dalla gamma-
glutamilcisteina sintetasi (yGCS), l'enzima chiave (Lu,1998),
attraverso due reazioni ATP dipendenti, e dalla glutatione sintetasi.
Altri fattori importanti nella sintesi ex novo del GSH sono la
disponibilita di cisteina (amminoacido fondamentale della
molecola) e la stessa concentrazione di GSH che inibisce,
attraverso un meccanismo a feed-back, l'attivita della yGCS.

In presenza di stress ossidativo la concentrazione di GSH
diminuisce rapidamente, mentre quella di GSSG, potenzialmente
citotossico, aumenta, a causa della avvenuta riduzione dei
perossidi, oppure come risultato dell'eliminazione di radicali liberi.
Queste variazioni del rapporto GSH/GSSG hanno due importanti
conseguenze: lo stato redox dei tioli cellulari si modifica,
attivando alcune risposte trascrizionali antiossidanti; poiché GSSG
viene degradato preferenzialmente all'esterno della cellula,
aumenta la richiesta intracellulare di sintesi ex novo di GSH.
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Il meccanismo che si contrappone al danno ossidativo

coinvolge la transattivazione di geni codificanti enzimi che
partecipano alla sintesi ed al metabolismo del glutatione.
Nella stragrande maggioranza dei casi tali enzimi appartengono
alla famiglia degli enzimi detossificanti di fase 1 e 2 e sono
rappresentati dalla glutatione perossidasi (GPx), dalla GST e dalla
glutatione reduttasi (GR).

Le GPx costituiscono una famiglia di enzimi tessuto-specifici

(Ursini et al., 1995) capaci di ridurre molteplici idroperossidi
organici ed inorganici ai corrispondenti composti idrossilati,
utilizzando GSH e/o altri equivalenti riducenti.
Sono tutte proteine contenenti selenio, il quale, durante il ciclo
catalitico, ¢ ossidato dall'idroperossido ad acido selenico, un
intermedio che viene successivamente ridotto da un donatore di
elettroni.

Quando 1'enzima utilizza i1l GSH, si forma un ponte selenio-

disolfuro che viene rotto da wun'altra molecola di GSH per
rigenerare la GPx ridotta.
Durante la catalisi, lo stato ossidativo dell'enzima dipende dalle
concentrazioni relative del riducente, il GSH, e del substrato
ossidato, l'idroperossido. Le glutatione perossidasi sono
ubiquitarie.

Ad esempio, nel tratto gastrointestinale l'isoenzima forma
una barriera nei confronti degli idroperossidi derivati dalla dieta o
dal metabolismo di xenobiotici tossici. La GPx dei fosfolipidi
sembra essere coinvolta nella protezione delle biomembrane contro
il danno ossidativo.

In generale questi isoenzimi possono ricoprire un ruolo nel
controllo dello stato redox di determinati distretti dell'organismo;
in particolare rientrano nella regolazione della concentrazione di
idroperossidi e nell'evocazione di risposte cellulari quali la morte
programmata, la proliferazione, la produzione di citochine e cosi
via (Nakashima et al., 2005).

Le GST comprendono tre famiglie di enzimi: possono essere
citosoliche, mitocondriali e microsomiali, e sono in grado di
detossificare gli xenobiotici elettrofili nocivi, quali cancerogeni
chimici e inquinanti ambientali. Inoltre, rappresentano una
protezione anche verso composti reattivi prodotti in vivo durante lo
stress ossidativo dovuto ad esposizione a sostanze inquinanti,
ingestione di componenti della combustione degli alimenti o
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contaminati da micotossine; agiscono inattivando aldeidi endogene
insature, chinoni, epossidi e idroperossidi (Hayes et al., 2005).

Le GST esplicano queste funzioni protettive perche sono in grado
di catalizzare la coniugazione del GSH con 1 prodotti finali
dell'ossidazione, rappresentano percio una seconda linea difensiva
contro l'ampia varieta di sostanze tossiche prodotte nelle reazioni
mediate dalle ROS.

Va evidenziato pero che le attivita di GPx e GST possono
diminuire 1 livelli di GSH intracellulare, infatti, durante la reazione
catalizzata dalla GPx, l'esagerata produzione di GSSG puod
condurre ad un eccessivo rilascio di questa molecola per mantenere
il rapporto GSH/GSSG, perdendo cosi la possibilita di rigenerarlo
dentro la cellula. Lo stesso accade durante le reazioni mediate
dalle GST: in questo caso il GSH viene coniugato con le molecole
dannose generando prodotti che sono rapidamente eliminati dalla
cellula con conseguente deplezione del GSH cellulare.

La GR ¢ in grado di ridurre il GSSG a GSH utilizzando il NADPH
come agente riducente (4Argyrou et al., 2004); ¢ un flavoenzima
codificato, nell’'uomo, da un singolo gene.

E stato osservato che l'esposizione ad agenti che provocano un
aumento dello stress ossidativo produce anche uno stimolo positivo
nella trascrizione degli mRNA contenenti l'informazione per la
sintesi dell'enzima. E stato inoltre dimostrato che I'attivita
enzimatica ¢ regolata in risposta allo stress e che mutazioni a
carico della funzionalita di GR hanno effetti deleteri.

Si pud quindi affermare che la ricostituzione di GSH ¢ un
passaggio fondamentale nel metabolismo delle reazioni GSH-
dipendenti (Rogers et al., 2004). In figura 4.2 sono rappresentate le
relazioni funzionali esistenti tra il glutatione e gli enzimi ad esso
correlati.

La presenza di GSH ¢ importante per la funzionalita degli enzimi
da esso dipendenti che partecipano ai meccanismi di difesa
cellulari, ma non ¢, da sola, sufficiente a prevenire la citotossicita
delle ROS.

-58 -



Glutamate Cysleine Glyeine

Toxic i
compounds
=GCS
@
MNADP~ G!H H.0,
I 'I’ Hydroperoxides
GST
l GRed GPx
I I H.O
’ NADEH ASE0 H;rdroxjr compounds
GSH-adducts
'.‘_l'i l-.'}.rl‘.
L L ]
-..-'.-'..-lllilll Illlllll'l..'..l_-l out

Figura 4.2: glutatione ed enzimi ad esso correlati: il glutatione puo agire
direttamente come scavenger di radicali liberi, oppure fungere da substrato
per la glutatione perossidasi e la glutatione S-transferasi durante la
detossificazione del perossido di idrogeno, dei lipidi idroperossidi e dei
composti elettrofili. Durante le reazioni GST mediate, il GSH viene
coniugato a diversi elettrofili, e gli addotti cosi formati vengono escreti
dalla cellula. La produzione di GSSG attraverso la glutatione perossidasi
puo portare alla formazione di disolfuri misti, al rilascio del GSSG in
eccesso per mantenere il rapporto GSH/GSSG, oppure alla riduzione a GSH
attraverso la glutatione reduttasi utilizzando NADPH come agente riducente.
La risultante deplezione del GSH cellulare puo venire rimpiazzata da una
sintesi ex novo attraverso due reazioni ATP dipendenti grazie alla yGCS e
alla glutatione sintetasi.

4.1.2 La tioredoxina reduttasi 1

I complesso della tioredoxina comprende la tioredoxina
(Trx), la tioredoxina reduttasi (TR), NADPH e la tioredoxina
perossidasi (TP). Trx ¢ wuna piccola proteina con un peso
molecolare di circa 12 kDa, caratterizzata da un ditiolo reattivo e
da una sequenza conservata (Trp-Cys-Gly-Pro-Cys) (Holmgren,
1985).

La forma ridotta della Trx ¢ una proteina contenente un
gruppo disolfuro con capacita ossidoriduttive marcate, che agisce
riducendo i disolfuri e ossidando le cisteine presenti nelle proteine.
A sua volta la Trx ossidata viene ridotta da NADPH e da TR. TP
riduce H,O, ad acqua ed ossigeno molecolare grazie ai due
elettroni forniti da Trx (Wood et al., 2003). TP sembra svolgere
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numerose funzioni, da antiossidante a regolatore dei segnali di
traduzione.

I complessi di Trx e GSH sono sistemi redox paralleli e non
sono accoppiati all’interno delle cellule. Tuttavia questi due
sistemi sembrano condividere alcune funzioni. La diversa
specificita di substrato e le proprieta caratteristiche di ciascuno dei
due sistemi suggeriscono che essi possano contribuire in maniera
sinergica a mantenere 1’omeostasi redox cellulare (4slund et al.,
1999).

Trx possiede attivita intra ed extra cellulari. All’interno della
cellula regola le interazioni proteine-acidi nucleici, svolge azione
protettiva verso le ROS, interagisce con le proteine e regola le
attivita enzimatiche.

L’espressione della Trx viene indotta nelle cellule in risposta

ad una ampia varieta di stimoli tra cui il perossido di idrogeno, le
radiazioni ultraviolette, 1 raggi X, le infezioni virali e le mutazioni
genetiche (Tomimoto et al., 1993).
D’altra parte Trx viene rapidamente secreta o rilasciata da diversi
tipti di cellule, tra cui cellule transfettate con il plasmide
contenente 1l gene Trx (Powis et al., 1994). Lo stress ossidativo
puo promuovere la secrezione di Trx (Rubartelli et al., 1992).

La Trx extracellulare ha un ruolo nella stimolazione della

crescita cellulare (Gasdaska et al., 1995) e nella regolazione delle
citochine (Newman et al., 1994, Bertini et al., 1999).
Sebbene il meccanismo attraverso il quale la Trx extracellulare
agisce sia stato ampiamente studiato, molte delle proprieta
dell’enzima non sono ancora totalmente definite. E noto che la
stessa Trx resiste all’ossidazione ed ¢ stata percid0 ampiamente
utilizzata per ridurre lo stress ossidativo in cellule epiteliali; Trx
pud rappresentare un messaggero per l’induzione di numerosi
segnali di trasduzione, inclusi quelli necessari agli antiossidanti
per combattere lo stress ossidativo.

4.1.3 La NADP(H): chinone ossidoreduttasi 1

La NQOI1 ¢ una flavoproteina che esiste come dimero, le cui
subunita hanno peso molecolare pari a 32,000 kDa; ¢ generalmente
associata ad un gruppo FAD legato non covalentemente. Si ritrova
prevalentemente nel citosol (90%) (Eliasson et al., 1999), sebbene
siano state individuate isoforme anche nel reticolo endoplasmatico,
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nei mitocondri, nell'apparato del Golgi (Edlund et al., 1982) e nel
nucleo (Winski et al., 2002).

Questo enzima ¢ una reduttasi che utilizza obbligatoriamente due
elettroni nelle sue reazioni. Cid ¢ in contrasto con il meccanismo
di altre reduttasi come la NADH:citocromo b reduttasi, la
NADPH:citocromo P450 e la xantina ossidasi, che utilizzano
invece un solo elettrone. Il meccanismo cinetico ¢ definito a “ping-
pong” e utilizza i1 cofattori NADH ¢ NADPH indifferentemente
(Siegel et al., 1990).

Come suggerisce il nome dell'enzima, i chinoni sono un
gruppo di substrati molto comuni e vengono ridotti grazie ad un
meccanismo di trasferimento di ioni idruro per generare il
corrispondente derivato idrochinonico.

A causa dei numerosi effetti deleteri dei composti chinonici,
inclusa la capacita di arilare 1 nucleofili e generare specie reattive
dell'ossigeno attraverso meccanismi redox ciclici, la rimozione di
un chinone da un sistema biologico attraverso la NQOI1 viene
considerata reazione di detossificazione (Lind et al., 1982, Di
Monte et al., 1984). Tuttavia la riduzione attraverso due elettroni
di alcuni chinoni antitumorali come mitomicina C, EO09,
streptonigrina e B-lapachone attraverso NQO1, produce metaboliti
di tossicita superiore rispetto ai composti di partenza (Beall et al.,
1996, Pink et al., 2000). Poiché la NQO1 ¢ contenuta ad elevate
concentrazioni in tutte le cellule di tumore solido umano (Siegel et
al., 2000), si ¢ pensato di utilizzare 1 composti bioattivati dalla
stessa NQOI nella terapia di tali tumori (Winski et al., 2001).

4.1.4 Detossificazione dei chinoni attraverso la riduzione a due elettroni

Un'ampia gamma di studi attesta il ruolo della NQO1 nei

sistemi di detossificazione. L'induzione di questo enzima sembra
proteggere dagli effetti citotossici, mutageni e cancerogeni di
diversi composti (Prochaska et al., 1987).
Perché avvenga l'induzione di NQO1 sono necessari gli elementi
XRE ed ARE contenuti nel promoter della stessa NQO1, i quali
sono anche in grado di promuovere l'induzione di altri enzimi
detossificanti.

Alcuni  recenti  studi  effettuati  utilizzando il  t-
butilidrochinone, una comune molecola che aumenta 1 livelli di
NQOI, mostrano l'incremento dell'espressione di 63 differenti geni
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attraverso l'uso della tecnologia dei microarray (Li et al., 2002).
Tutto questo sottolinea il bisogno di mettere a punto studi specifici
per definire il ruolo di un particolare gene nei meccanismi di
detossificazione. In uno studio condotto a Stoccolma negli anni 80
due differenti gruppi di ricerca, utilizzando il naftochinone
menadione (Lind et al., 1982; Thor et al., 1982), hanno definito il
ruolo della NQO1 come enzima detossificante nel metabolismo dei
chinoni. Sia l'arilazione menadione-indotta dei nucleofili cellulari,
sia la formazione di specie reattive dell'ossigeno, diminuiscono in
presenza di NQOI1. In topi carenti di NQO1 ¢ stata dimostrata la
tossicita del menadione (Radjendirane et al., 1998) e un aumento
di insorgenza di tumori della pelle indotti da benzo[a]pirene e
7,12-dimetilbenzantracene (Long et al., 2001).

Il ruolo della NQOI1 nei meccanismi di detossificazione ¢
correlato alla sua distribuzione nei sistemi biologici, infatti nei
topi, nei ratti e anche negli uomini si ritrova principalmente nei
tessuti epiteliali ed endoteliali (Siegel et al., 2000), 1l che facilita
I’interazione dei composti introdotti nell'organismo con la NQO1.

4.1.5 NQOI come enzima antiossidante: ruolo nel metabolismo
dell’ubichinone e della vitamina E

Oltre ad essere in grado di attivare e disattivare i composti

esogeni, NQO1 ha un ruolo anche nel metabolismo di chinoni
endogeni quali I'ubichinone e la vitamina E. Questi chinoni
possiedono una grande porzione idrofobica e, nel loro stato ridotto,
proteggono le membrane cellulari dalla perossidazione lipidica.
La riduzione dell'ubichinone ad opera della NQOI1 rigenera
I'ubichinolo, 1l quale possiede potenti proprieta antiossidanti
(Landi et al., 1997). 1l chinone vitamina E si forma durante
I'attacco del radicale libero alla vitamina E ed ¢ sottoposto alla
riduzione da parte di NQO1 per generare 1'idrochinone (Siegel et
al., 1997). Poiché il chinone vitamina E ¢ privo di attivita
antiossidante, NQO1 puod generare l'idrochinone corrispondente, un
composto con proprieta antiossidanti superiori alla vitamina E.
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4.2 Induzione enzimatica ARE-mediata

ARE puo essere attivato da un’ampia gamma di molecole
strutturalmente diverse, tra cui composti planari come i flavonoidi
e gli antiossidanti fenolici (Rushmore et al., 1991), composti
contenenti gruppi tiolici come gli isotiocianati (Bonnesen et al.,
2001) e gli 1,2-ditiol-3-tioni (Kwak et al., 2001), ¢ metalli pesanti
(Talalay et al., 1995).

Gli induttori monofunzionali condividono alcune proprieta
chimiche: sono composti elettrofili in grado di reagire con i gruppi
sulfidrilici e di partecipare a reazioni di ossido-riduzione
(Dinkova-Kostova et al., 2002). Gli induttori bifunzionali invece
acquisiscono tali proprieta in seguito al metabolismo ossidativo.
Composti come gli isotiocianati ed il dietilmaleato non necessitano
di metabolismo e possono reagire direttamente con i gruppi SH,
ossidare 1 residui di cisteina e consumare il GSH cellulare,
mimando cosi un insulto ossidativo.

Per esempio, 1’antiossidante fenolico butilidrossianisolo

(BHA) viene metabolizzato a ter-butilidrochinone (tBHQ), il quale,
solo dopo una reazione di dealchilazione, puo partecipare a
reazioni redox all’interno della cellula. In tal caso BHA agisce da
pro-ossidante.
Un tipico induttore bifunzionale ¢ B-NF, un flavonoide sintetico
che, dopo metabolismo ad opera del CYP1A1l ad intermedio
chinone, pud partecipare nella cellula a cicli redox (Rushmore et
al., 1990).

In correlazione alla natura dei composti che inducono la
trascrizione ARE-mediata, numerose proteine, la cui espressione ¢
sotto il controllo di ARE, possiedono un ruolo nella regolazione
dello stato redox cellulare e nella protezione dal danno ossidativo.
Enzimi come GST, NQOI1 ed emeossigenasi 1 (HO-1) hanno lo
scopo di detossificare la cellula dai prodotti secondari dello stress
ossidativo, tra cui gli idroperossidi lipidici e quelli delle basi del
DNA (Bao et al.,, 1997), i chinoni (Talalay et al., 1982) e le
molecole contenenti gruppi eme (Ryter et al., 2000).

L’induzione degli enzimi coinvolti nella biosintesi del
glutatione porta ad un aumento dei livelli di GSH cellulari, con
conseguente diminuzione dei danni prodotti dagli insulti ossidativi
(Hayes et al., 1999).
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4.2.1 Antioxidant Responsive Element (ARE)

L’esistenza di induttori mono e bifunzionali (Prochaska et
al., 1985, Prochaska et al., 1988) suggerisce [’ipotesi che
I’espressione di diversi enzimi di fase 2 possa essere regolata
attraverso un meccanismo distinto da quello mediato da AhR via
XRE.

In seguito all’isolamento e alla caratterizzazione del gene
codificante per la subunita GSTA2 di ratto (Telakowski-Hopkins et
al., 1988), si ¢ notata la formazione di un complesso in cui la
sequenza regolatoria 5 era fusa con quella codificante 1’enzima
batterico cloramfenicolo acetil transferasi (CAT).

L’analisi di questo costrutto, in esperimenti di transfezione
transiente, ha dimostrato che le cellule HepG2 contenenti il
plasmide sopra citato presentano un aumento dell’attivita di CAT
quando vengono esposte a B-NF (Telakowski-Hopkins et al., 1988).
Tali evidenze sottolineano il fatto che 1’espressione di GSTA2 di
ratto ¢ regolata a livello trascrizionale in risposta agli xenobiotici.

Dal costrutto reporter iniziale sono stati creati dei mutanti di
delezione, che sono stati testati tramite saggi di transfezione
transiente, per determinare la sequenza cis-agente responsabile
della risposta a B-NF; 1 risultati ottenuti hanno rivelato un nuovo
elemento cis-agente distinto da XRE (Rushmore et al., 1990). Si ¢
visto, inoltre, che cellule transfettate con costrutti reporter
funzionanti sotto il controllo di questo nuovo elemento mostrano
un aumento dell’induzione di CAT non solo in risposta a B-NF, ma
anche all’antiossidante fenolico tBHQ, un composto che non elicita
risposte via XRE (Rushmore et al., 1991). Tale nuovo elemento,
come gia sottolineato in precedenza, ¢ stato chiamato ARE.
Contemporaneamente ¢ stato scoperto un enhancer identico nella
subunita GSTAT1 di topo, I’ortologo del gene della subunita GSTA?2
di ratto, definito come electrophile responsive element o EpRE
(Friling et al., 1990).

Un’altra caratteristica di ARE, che la distingue da XRE, ¢ la
sua capacita di mediare la risposta a tBHQ in linee cellulari
mutanti prive di AhR o di CYP1A1 (Rushmore et al., 1990).

Questi dati sono percid una forte conferma dell’ipotesi che
I’induzione degli enzimi di fase 2 possa essere mediata da un
meccanismo AhR indipendente (Prochaska et al., 1985; Prochaska
et al., 1988). Successive caratterizzazioni di ARE nel gene GSTA2
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di ratto, effettuate attraverso analisi di mutazioni puntiformi,
hanno portato all’identificazione di una sequenza 5’-TGACnnnGC-
3°, essenziale sia per 1’attivita basale sia per quella inducibile
(Rushmore et al., 1991).

Oltre ai geni che codificano GSTA1 di ratto e GSTA2 di
topo, ne sono stati identificati altri regolati da ARE, quali 1 geni
che codificano per la proteina NQO1 di ratto ed umana (Favreau et
al., 1991; Jaiswal, 1991), la subunita catalitica (y-GCS; ) e
regolatoria (y-GCS; ) della y-glutamilcisteina (Moinova et al.,
1998) e HO-1 (Inamdar et al., 1996).

Grazie a ricerche effettuate su numerosi database, sono stati
individuati una grande quantita di geni, inclusi quelli delle
sulfotransferasi che, sebbene non ancora totalmente definiti,
contengono sequenze simili ad ARE (Johnsen et al., 1998),
sebbene non ancora funzionalmente caratterizzate.

Il fatto che 1 composti in grado di attivare ARE modifichino
lo stato redox cellulare e la somiglianza tra ARE e il TPA-response
element (TRE), fa supporre che ARE possa essere regolata dalle
proteine della famiglia AP-1. Questi fattori di trascrizione
sembrano attivare la trascrizione genica in seguito a numerosi
segnali quali esteri del forbolo, fattori di crescita, radiazione U.V.
e stress ossidativo (Whitmarsh et al., 1996); tuttavia, a dispetto
della  similitudine delle loro sequenze, ARE possiede
caratteristiche che la differenziano da TRE. La differenza
principale ¢ la presenza di —GC- box dal lato 3” al termine del core
della sequenza di ARE, aspetto critico per la sua inducibilita
(Favreau et al., 1995).

Perci0, cellule transfettate con 1l costrutto ARE/TRE-CAT in

cui le sequenze ARE sono state modificate a livello di nucleotidi
non critici in modo che contengano un consensus motif TRE (5°-
TGACAAAGC-3" a 5’>-TGACTCAGC-3’), rispondono sia a tBHQ,
sia al 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA).
La mutazione del box —GC- in questo costrutto comporta, invece,
la perdita della risposta a tBHQ, anche se rimane invariata la
sensibilita nei confronti dell’estere del forbolo. Successivamente si
¢ visto che 1’induzione di CAT nelle cellule HepG2, sottoposte a
trattamento con tBHQ, si verifica solo in quelle transfettate con il
complesso ARE-CAT, ma non con quello TRE-CAT (Nguyen et al.,
1994).

Questi dati sono in accordo con quelli ottenuti da altri studi e
suggeriscono che I’attivazione della trascrizione genica via ARE ¢
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TRE sia mediata da diverse vie di trasduzione del segnale
(Yoshioka et al., 1995). Va comunque notato che le sequenze ARE
trovate in molti geni contengono al loro interno la sequenza TRE
ed ¢ possibile che tali geni siano sotto il controllo di entrambi gli
enhancer. Studi in vitro hanno evidenziato alcuni fattori di
trascrizione che sono in grado di legarsi ad ARE, in particolare
Nrfl e Nrf2 (NF-E2 related factor), membri della famiglia AP-1 e
delle proteine Maf. Non deve percio sorprendere come molte di
queste proteine possano dimerizzare per generare complessi
proteici in grado di legarsi in maniera specifica al DNA.

4.2.2 La via mediata da keap1-Nrf2

La trascrizione dei geni guidata da ARE ¢ regolata, almeno in
parte, dal fattore nucleare (erythroid-derived 2)-like 2 (Nrf2), che
normalmente ¢ segregato nel citoplasma cellulare da Kelch-like
ECH-associated protein 1 (Keapl).

Quando le cellule sono esposte a stimoli come lo stress
ossidativo o all’azione di alcuni agenti chemiopreventivi, Nrf2 si
dissocia da Keapl, trasloca nel nucleo, si lega ad ARE ed attiva 1
geni antiossidanti e detossificanti di fase 2 (Jeong et al., 2006).

Sono stati proposti numerosi meccanismi per spiegare il
controllo operato da Keapl su Nrf2, come ad esempio la
promozione di un legame tra filamenti citoplasmatici di actina e
Nrf2, per impedirne il suo accesso al nucleo (Kang et al., 2004).

Recentemente ¢ stata evidenziata la capacita di Keapl di
modulare 1 livelli di Nrf2, aumentando 1’esportazione nucleare del
fattore di trascrizione (Velichkova et al., 2005). Inoltre Keapl
regola la degradazione attiva di Nrf2, funzionando da adattatore
per 1’ubiquitinazione Cul-3 dipendente e per la degradazione di
Nrf2 (Eggler et al., 2005). Keapl puo reprimere I’attivita di Nrf2
muovendosi transitoriamente dentro e fuori dal nucleo per
promuovere la sua ubiquitinazione (Nguyen et al., 2005).

Un modello largamente accettato per I’accumulo nucleare di
Nrf2 ¢ che la modificazione delle cisteine di Keapl -causi
direttamente la dissociazione del complesso Keap1-Nrf2 (Zhang et
al., 2003).
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4.2.3 La proteina Nrf2

La proteina Nrf2 ¢ stata isolata la prima volta grazie ad una
procedura di clonazione utilizzando un oligonucleotide contenente
nel DNA la sequenza NF-E2 come sonda (Moi et al., 1994). NF-E2
¢ una proteina dimerica, coinvolta nell’espressione del gene della
globulina nelle cellule ematopoietiche (Ney et al., 1993).

La proteina NF-E2 attiva la trascrizione in seguito al legame
con la sequenza 5’-TGCTGAGTCAC-3’ sul DNA, formando un
eterodimero con subunita di 45 e 18 kDa (Igarashi et al., 1994). La
subunita p45 ¢ una proteina bZIP contenente il dominio di
transattivazione nella regione N-terminale, mentre nella regione C-
terminale vi ¢ una sequenza con struttura leucine zipper (Ney et al.,
1993). La subunita pl8 ¢ stata identificata successivamente come
appartenente alle proteine Maf, contenente la struttura di legame al
DNA leucine zipper, ma priva del dominio di transattivazione.
Mentre ’espressione della subunita p45 di NF-E2 ¢ caratteristica
dei tessuti ematopoietici (Ney et al., 1993), altri due componenti
della famiglia bZIP, quali Nrfl e Nrf2, sono espressi
ubiquitariamente in cellule e tessuti (McMahon et al., 2001).

La distribuzione tissutale di queste proteine, combinata con
la loro sequenza per il legame al DNA simile a quello di ARE, ha
fatto ipotizzare che i geni collegati ad ARE siano regolati da Nrfl
e/o Nrf2. Il loro coinvolgimento ¢ stato confermato in esperimenti
in cui I’espressione di Nrfl ed Nrf2 in cellule HepG2 aumentava
I’attivita di CAT, grazie ad un complesso ARE-CAT derivato dal
gene umano NQO1, mentre non era in grado di indurre 1’attivita di
CAT da un costrutto ARE-CAT mutante (Venugopal et al., 1996).

Si  dimostro successivamente che Nrf2 ¢ coinvolto
nell’attivazione trascrizionale di altri geni collegati ad ARE,
inclusi quelli di y-GCS;, e y-GCS; umani (Wild et al., 1999), HO-1
di topo (Alam et al., 1999), ¢ NQO1 e GSTA2 di ratto. In piu, 1
dati ottenuti da studi in vivo hanno mostrato che I’induzione di tali
enzimi (GSTA2 e NQOIl) da parte di BHA, un induttore
dell’attivita di ARE, ¢ fortemente attenuata nel topo privo dei geni
interessati.

Tutto questo suggerisce che Nrf2 sia mediatore dell’attivita
basale e di quella inducibile di ARE; inoltre la perdita di Nrf2
comporta una profonda diminuzione dell’espressione e dell’attivita
di NQOI, di alcuni isoenzimi di GST e della subunita y-GCS,
(McMahon et al., 2001).
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4.2.4 Le proteine Maf

Come prima menzionato, le proteine bZIP agiscono come
dimero per potersi legare al DNA.

Ad oggi non ci sono evidenze che indichino se Nrf2 possa
attivare 1’espressione genica come omodimero o sia obbligato a
formare eterodimeri.

Poiché p45 NF-E2, uno dei componenti di queste proteine,
dimerizza con MafK per legarsi al DNA e attivare la trascrizione
(Igarashi et al., 1994), si ipotizzo che le proteine Maf potessero
rappresentare un partner di Nrf2 nell’attivazione dei meccanismi di
trascrizione.

Sono conosciute tre proteine Maf: MafF, G, e K. Ognuna ¢
costituita da una regione base di legame al DNA ed una leucine
zipper, tuttavia non possiedono un dominio di transattivazione
(Motohashi et al., 1997). Tali proteine possiedono inoltre un
dominio “cap and collar” (CNC) omologo che sembra essere
importante nel riconoscimento di motivi di legame simili ad AP-1
(Kerppola et al., 1994).

Le proteine Maf si ritrovano nel nucleo dove possono
formare dimeri con tutti 1 membri della famiglia delle proteine
CNC, incluso p45, NF-E2 (Marini et al., 1997), con le proteine
BACH (Oyake et al., 1996) e alcuni dei fattori di trascrizione AP-1
(Kataoka et al., 1995). 1l ruolo fisiologico di Maf in termini di
regolazione di ARE resta ancora irrisolto.

I risultati di studi in vitro mostrano chiaramente che Nrf2 si
lega al DNA con specificita solo in presenza di proteine Maf.
Sebbene le proteine Maf facilitino il legame di Nrf2 alle sequenze
bersaglio, questo non sembra aumentarne I’attivita trascrizionale.

4.2.5 Ruolo del sulforafane nella via mediata da KeapI-Nrf2

SF ¢ un potente induttore dell’accumulo nucleare di Nrf2
nelle cellule (Jakubikova et al., 2006). L’esposizione ad SF
consente a Nrf2 di sottrarsi alla degradazione dipendente da
Keapl, aumentando cosi la sua localizzazione nucleare e
I’attivazione di geni Nrf2-dipendenti (McMahon et al., 2003,
Jeong et al., 2005).
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SF ¢ un composto elettrofilo che puo reagire con tioli proteici
per formare addotti tionoacilici ed esibisce un pattern di
modificazioni su Keapl nettamente diverso dagli induttori di ARE,
che agiscono mediante alchilazioni.

Il trattamento in vivo con SF non porta ad un accumulo di
Keapl ubiquinata (Hong et al., 2005) come ¢ stato recentemente
riportato in vitro (Zhang et al., 2005), suggerendo un nuovo
meccanismo per la stabilizzazione di Nrf2 con la formazione di
addotti tionoacilici tra Keapl e SF (Hong et al., 2005).

Nonostante il modello in cui Keapl lega Nrf2 sembri
spiegare con successo la repressione e |’attivazione di Nrf2 in
risposta al cambiamento delle condizioni redox, sono state
riportate alcune considerazioni contrastanti. E stato dimostrato che
la sola modificazione elettrofila di Keapl non ¢ sufficiente a
rompere il complesso Keapl-Nrf2 (Eggler et al., 2005) e che tale
complesso puod essere perturbato attraverso la non-espressione di
Keapl mediante RNA1 (Devling et al., 2005). Negli epatociti di
topo la delezione del gene di Keapl ha attivato Nrf2 e ne ha
aumentato 1l suo accumulo nel nucleo portando ad wuna
sovraespressione di molti enzimi di fase 2 (Okawa et al., 2006).
Ciononostante studi successivi hanno chiarito che Nrf2 ¢ in grado
da solo di rilevare e trasdurre segnali ossidativi nel nucleo e di
conseguenza di iniziare la trascrizione di geni che codificano per
gli antiossidanti (Li et al., 2006). Tuttavia Keapl pud fornire
un’ulteriore regolazione delle quantita di Nrf2 sia in condizioni
basali che inducibili.

La via di trasduzione del segnale Nrf2-Keapl-ARE puo
essere modulata da molte chinasi a monte, incluse Ila
fosfatidilinositolo-3-chinasi (PI3K), la proteina chinasi C e le
proteine chinasi mitogeno-attivate (MAPKs). E stata scoperta di
recente la capacita di SF di indurre geni regolati da Nrf2 con
meccanismo PI3K-dipendente (Jakubikova et al., 2005).

I ruolo chemiopreventivo di Nrf2 ¢ sottolineato
dall’aumentata suscettibilita ai composti cancerogeni e dalla
perdita della capacita chemioprotettiva di SF che si verificano nei
topi privi di Nrf2.

Nei topi ICR, SF ha ostacolato lo sviluppo di tumori
provocati da BaP nella parte anteriore dello stomaco, mediante
I’attivazione di enzimi antiossidanti e detossificanti di fase 2, ma
tale protezione ¢ risultata assente nei topi privi del gene
codificante per Nrf2 (Fahey et al., 2002). Tali topi sono risultati
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piu sensibili allo sviluppo di tumori cutanei, suggerendo che gli
effetti chemiopreventivi di SF in tale tessuto siano modulati e
necessitino del fattore Nrf2 (Xu et al., 2006).

Inoltre topi con 1l gene Nrf2 non funzionante hanno
manifestato minor capacita di indurre enzimi detossificanti, quali
la GST e la NQO1 e maggiore suscettibilita all’azione di composti
elettrofili citotossici (McMahon et al., 2001).

La somministrazione dietetica di semi di broccolo a topi
Nrf2(+/+) e Nrf2 (-/-) ha incrementato 1’attivita di NQO1 e GST di
circa 1.5 volte nel fegato, nello stomaco e nell’intestino di animali
con fenotipo normale, ma non in quelli mutati.

La maggior attivita transferasica ¢ associata ad elevati livelli
delle isoforme GSTA1/2, GSTA3 ¢ GSTEM1/2. Gli estratti di semi
di broccoli hanno significativamente aumentato anche i livelli
degli enzimi GSTA3, GSTM1 e NQOI1 nei fibroblasti embrionali
dei topi Nrf(+/+) (McWalter et al., 2004), confermando
ulteriormente che, sia in vivo che in vitro, 1’azione antiossidante ¢
detossificante di SF, attraverso 1’induzione enzimatica, dipende dal
fattore Nrf2.

A livello molecolare sono stati scoperti numerosi geni Nrf2-
dipendenti che possono essere indotti da SF (McWalter et al.,
2004). Analisi dei profili di espressione genica, che si sono avvalse
della serie oligonucleotidica U74Av2 del genoma murino, hanno
identificato 26 geni Nrf2-dipendenti, geni inducibili da SF e, tra
questi, geni che codificano per enzimi metabolizzanti xenobiotici
come NQOI1, GST, GCS e per enzimi biosintetici del glutatione
(Thimmulappa et al., 2002).

Questi studi hanno evidenziato che fra i prodotti dei geni
indotti da SF attraverso la via Nrf2-dipendente sono compresi
enzimi metabolizzanti xenobiotici, antiossidanti, proteine che
regolano 1’adesione, la crescita e 1l ciclo cellulare, chinasi,
fosfatasi, proteine di trasporti e fattori di trascrizione. Nrf2 oltre a
mediare la trascrizione dei geni di fase 2 pud regolare
I’espressione dei trasportatori di fase 3 (Hu et al., 2006).
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4.3 Induzione degli enzimi di fase 2 mediata dal sulforafane

Gli effetti chemiopreventivi di SF sono dovuti anche alla sua
attivita modulatoria sugli enzimi di fase 2, i quali convertono i
composti cancerogeni 1in metaboliti inattivi, che vengono
rapidamente escreti. Tali enzimi catalizzano reazioni di
coniugazione tra ligandi endogeni, quali glutatione e acido
glucuronico, e substrati endo- e xenobiotici. Una classificazione
piu estesa include negli enzimi di fase 2 anche proteine che
catalizzano un’ampia varieta di reazioni, che conferiscono alla
cellula protezione nei confronti dalle ROS e di composti elettrofili.

SF si ¢ dimostrato il piu potente induttore naturale degli
enzimi di fase 2 sia negli animali che nell’uomo (Talalay, 2000),
dove c¢’¢ una relazione inversa fra il livello di enzimi presenti e la
suscettibilita ai composti cancerogeni (Kwak et al., 2001).

Gli studi in vitro sulla modulazione dell’espressione genica
di fase 2 e sull’attivita enzimatica si sono basati su vari modelli di
linee cellulari, in particolare cellule derivate da carcinoma epatico,
come le HepG2 umane e le Hepalclc7 di topo. SF e 1 suoi
glutatione-coniugati hanno aumentato in modo significativo 1
livelli di mRNA della UDP-glucuronosiltransferasi (UGT)1Al e
della GSTA1 sia nelle cellule HepG2 che nelle cellule HT29
(Basten et al., 2002).

Nelle cellule Hepalclc7 il trattamento con dosi crescenti di
SF per 24 ore ha triplicato 1’induzione massimale di NQOI,
rispetto al caso controllo trattato con SF 2.5 uM (Matusheski et al.,
2001). SF provoca risposte dose e tempo dipendenti, ma il livello
di induzione e/o il tipo di enzima indotto variano in base alle linee
cellulari, come riportato in uno studio comparativo che ha valutato
I’effetto di SF 25 pM sull’attivitda enzimatica dell’aldo-cheto
reduttasi (AKR), di NQOI1, di GST e della GR in sette linee
cellulari: HepG2, MCF7, MDA-MB-231, LNCaP, HelLa ¢ HT-29
(Jiang et al., 2003).

Dosi non tossiche di SF hanno incrementato di 11-17 volte i
livelli di NQO1, di AKRIC1 e di YGCS (Bonnesen et al., 2001).

Gli effetti sulla modulazione enzimatica di fase 2 sono stati
ampiamente studiati nel tumore prostatico umano dove SF (0.1-15
uM) ha aumentato in modo significativo 1’espressione e 1’attivita
di tali enzimi nelle cellule LNCaP, MDA Pca 2a, MDA PCA 2b,
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PC-3 e TSU-Prl. In particolare SF ha causato una marcata
induzione della trascrizione del gene di NQOI, accompagnata
dall’aumento dell’attivita enzimatica di NQOI1 nelle cellule
prostatiche in vitro (Brooks et al., 2001). Recentemente induzioni
di GST ¢ NQOI1 sono state determinate in culture di cellule della
vescica (Zhang et al., 2006). SF non ¢ attivo solo nelle cellule
tumorali, ma anche su linee cellulari non trasformate. Sono stati
scoperti livelli altamente inducibili di NQOI1 nella linea cellulare
epiteliale RL34 non mutata di ratto, in cui la risposta fenotipica
riassume piu da vicino I’effetto rispetto a quanto osservato nel
fegato di roditore (McMahon et al., 2003). Inoltre SF ha indotto
I’espressione di NQOI1 e delle isoforme Al e A2 di GST in modo
dose e tempo dipendente negli epatociti di ratto (Payen et al.,
2001), anche se sono stati necessari trattamenti prolungati per
ottenere livelli indotti di GST paragonabili a quelli osservati nelle
cellule di epatoma (Maheo et al., 1997). Allo stesso modo, in
culture primarie di epatociti umani appena isolati, SF ha
modificato 1’espressione di NQOI1, ma non la trascrizione di
GSTAI1 (Gross-Steinmeyer et al., 2004).

Inoltre SF ha indotto enzimi detossificanti di fase 2 e
I’espressione degli mRNA di UDPG1A1 e GSTAI negli epatociti
umani, nonostante 1’aumento di UGTI1A1l sia stato soggetto a
variazioni individuali (Petri et al., 2003). Come altri ITC efficaci
nel modulare la risposta enzimatica di fase 2 nelle cellule di
mammifero in vitro, SF ha mostrato la sua azione anche in vivo.
Somministrato ad alte dosi (fino a 1000 umol/kg al giorno) per 4 o
5 giorni, ha aumentato 1 livelli degli enzimi di fase 2 in fegato,
polmoni, pancreas, stomaco, colon e ghiandole mammarie di topo e
ratto (Gerhauser et al., 1997; Zhang et al., 1992; Matusheski et
al., 2001; Keck et al., 2002). A dosi minori (40 umol/kg al giorno)
SF ha incrementato ’attivita di GST e NQO1 nel duodeno, nella
prima parte dello stomaco e soprattutto nella vescica (Zhang et al.,
2006, Munday et al., 2004). Infine, alle dosi assunte con la dieta,
SF ha indotto con meccanismo dose-dipendente NQO1, ma non ha
modificato ’attivita di GST, di UGT e dell’epossidoidrolasi nei
ratti (Yoxall et al., 2005).

In generale, quindi, GST ¢ marcatamente meno sensibile
all’induzione mediata da SF, rispetto a NQOI1. Tale discrepanza ¢
dovuta probabilmente alle numerose sottoclassi di GST: quando
viene misurata I’attivita totale di GST, una forte induzione di una
particolare subunita pud essere mascherata parzialmente
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dall’attivita di altre subunita. Nonostante cio gli studi sull’uomo
hanno evidenziato che un elevato consumo di Brassicaceae porta
ad un aumento di attivita di GST (Bogaards et al., 1994, Petri et
al, 2003).

Concludendo, anche alle dosi dietetiche, SF pud modulare i
sistemi enzimatici che metabolizzano gli xenobiotici aumentando
la detossificazione dei composti cancerogeni, un importante
meccanismo di attivita chemiopreventiva.

4.4 Sulforafane e stress ossidativo

SF, pur non essendo un antiossidante diretto (Zhang et al.,
2005), aumenta le capacita antiossidanti delle cellule animali e la
loro resistenza allo stress ossidativo (Fahey et al., 1999) mediante
I’induzione di enzimi Nrf2-regolati come GST e NQOI1 (Yanaka et
al., 2005).

SF ¢ inoltre un potente induttore di HO-1, che catalizza la
conversione dell’eme 1in biliverdina, a sua volta ridotta
enzimaticamente a bilirubina (Jeong et al., 2005, Prestera et al.,
1995, Keum et al., 2006).

Il gene che codifica per HO-1 viene finemente up-regolato in
condizione di stress cellulare e genera prodotti che possono avere
importanti attivita biologiche. HO-1 mostra effetti antiossidanti,
anti-apoptotici e antinfiammatori e sembra avere un ruolo
complesso nell’angiogenesi (Prawan et al., 2005, Ryter et al.,
2006). Le cellule sono dotate di sistemi antiossidanti endogeni che
comprendono il GSH e la TR. Il GSH, oltre ad essere il substrato
della GST, mantiene il bilancio redox nelle cellule e le protegge
dall’azione dei radicali liberi. Gli ITC, per effetto della
coniugazione con 1 tioli intracellulari del GSH si accumulano
rapidamente fino a raggiungere livelli 100 e 200 volte maggiori di
quelli extracellulari (Zhang, 2000, Callaway et al., 2004).

L’esposizione agli ITC come SF porta, almeno
temporaneamente, ad una diminuzione del pool di gruppi tiolici,
che rende la cellula piu suscettibile allo stress ossidativo (Kim et
al., 2003). Sia la perdita di GSH che la sua ossidazione sono state
associate all’aumentata espressione dell’enzima che limita Ila
sintesi di GSH, della glutammil-L-cisteina ligasi (GLCL) e di
numerosi altri sistemi detossificanti, quali GST e NQOI, in

-73 -



risposta alla stimolazione della via di trasduzione del segnale Nrf2-
ARE data dagli ITC (Scharf et al., 2003). 11 trattamento per 24 ore
con SF 5 uM nelle cellule HepG2 ha incrementato
significativamente 1 livelli del contenuto di GSH intracellulare e
I’attivita di NQO1 e GST. L’attivita della GR, enzima che rigenera
la forma ossidata di GSH, ¢ risultata inibita da SF nelle cellule
Hepalclc7, HepG2, MCF7, MDA-MB-231, LNCaP e¢ HT-29, ma
non nelle cellule HeLa, nelle quali si ¢ osservata una debole
induzione (Jiang et al., 2003). SF, inoltre, ha indotto la GPx,
enzima che catalizza la riduzione degli idroperossidi e del
perossido di idrogeno, nelle cellule umane Caco-2 (Hankinson,
1995) e nelle cellule di topo Hepalclc7 (Keck et al., 2006).

La Trx ¢ wuno dei fattori ubiquitari responsabili del
mantenimento delle proteine nella loro forma ridotta. Sia Trx-1,
forma predominante nel citoplasma e nel nucleo, sia Trx-2, la
forma mitocondriale, proteggono la cellula dallo stress ossidativo.
SF ha up-regolato I’espressione di Trx-1 in modo dose-dipendente
nelle cellule HepG2 (Zhang et al., 2003; Hintze et al., 2003), nelle
Hepalclc7 (Keck et al., 2006), nelle MCF-7 (Wang et al., 2005) e
nelle cellule endoteliali Eahy926 (Campbell et al., 2007).

SF contenuto nei broccoli influisce sulla maggior parte delle
induzioni  trascrizionali ~ARE-dipendenti di  questi geni
antiossidanti. Le modificazioni indotte da SF stimolano le difese
cellulari contro i composti cancerogeni.

Complessivamente il ruolo di antiossidante indiretto svolto
da SF puod essere ricondotto all’aumento dei livelli tissutali di
GSH, all’azione modulatoria sugli enzimi di fase 2 (GST, NQOI1,
HO1) e agli effetti sulla regolazione di TR e GLCL (Zhang et al.,
2005).
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CAPITOLO 5 Scopo della tesi

Da alcuni anni la comunita scientifica ¢ concorde
nell’indicare lo stress ossidativo come uno dei principali
responsabili delle piu incidenti patologie del nostro tempo. Le
patologie cardiovascolari sono la principale causa di morte nei
paesi industrializzati, numerosi studi hanno evidenziato un ruolo di
primaria importanza dello stress ossidativo nello sviluppo di
numerose fra queste patologie quali danno da ischemia e
riperfusione, aterosclerosi e cardiotossicita indotta da composti
chimici (Kang, 2003, Molavi et al., 2004). In questo contesto la
somministrazione di composti antiossidanti esogeni ha mostrato
grande efficacia nel contrastare 1 danni indotti dallo stress
ossidativo in modelli animali (Molavi et al., 2004, Lefer et al.,
2000). Tuttavia, 1’utilizzo di antiossidanti esogeni ha portato a
risultati contrastanti sia in studi sull’uomo sia su animali, dovuti
principalmente alle limitazioni legate all’impiego di tali composti
(Molavi et al., 2004, Kris-Etherton et al., 2004). Infatti, 1’utilizzo
di antiossidanti esogeni per proteggere dallo stress ossidativo
presenta alcuni svantaggi tra cui una limitata permeabilita
cellulare, una scarsa biodisponibilita, cosi come la comparsa di
effetti avversi associati a tali composti che possono contribuire a
rendere gli antiossidanti esogeni inefficaci nel contrastare i danni
cardiovascolari causati da stress ossidativo (Witting et al., 2000;
Kris-Etherton et al., 2004).

A tal proposito una promettente strategia, finalizzata alla
protezione nei confronti di tali patologie, pud essere attuata
attraverso  1’up-regolazione di  antiossidanti endogeni e
I’incremento di attivita degli enzimi detossificanti di fase 2 nelle
cellule cardiache, utilizzando induttori chimici. In particolare,
grande interesse ¢ rivolto all’identificazione di induttori di fase 2
presenti nelle piante commestibili poiché sono gia parte della
dieta.

Gli ITC sono metaboliti secondari derivanti dall’idrolisi dei
glucosinolati, una classe di composti presente nei vegetali della
famiglia delle Brassicaecae. In particolare SF, il prodotto
metabolico della glucorafanina, ¢ contenuto in broccoli, cavolini di
Brussels e cavoli.
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Questi composti hanno ricevuto una crescente attenzione in
virtu delle loro attivita biologie. Ad essi, infatti, sono state
attribuite una gamma di importanti proprieta farmacologiche, tra le
quali attivita antinfiammatoria e chemiopreventiva. Studi
epidemiologici effettuati in USA (Admbrosone et al., 2004, Wang et
al., 2004), Europa (Brennan et al., 2005), (London et al., 2000) ¢
Singapore (Seow et al., 2002, Zhao et al., 2001) hanno infatti
dimostrato gli effetti protettivi derivanti dal consumo delle
Brassicaceae, come la diminuzione del rischio di tumore alla
prostata (Joseph et al., 2004), ai polmoni (Wang et al., 2004), al
seno (Ambrosone et al., 2004), al colon e al retto (Seow et al.,
2002).

Molti degli effetti biologici esercitati dagli ITC sono stati
attribuiti alla capacita di modificare lo stato redox della cellula
modulando [’espressione di enzimi detossificanti di fase 2 e
modificando 1 livelli di GSH, agendo cio¢ da antiossidanti indiretti.

Alla luce di quanto detto, scopo della ricerca riportata in
questa tesi e stato valutare I’induzione degli enzimi
detossificanti/antiossidanti nella cellula cardiaca da parte di SF
ed il suo potenziale effetto protettivo nei confronti del danno
indotto da stress ossidativo.

Come modello di studio sono state utilizzate colture primarie di
cardiomiociti neonatali di ratto. Le cellule sono state
supplementate con SF 5 uM per tempi differenti: 6, 12, 24 ¢ 48
ore.

Sono stati valutati gli effetti di SF sull’attivita e
I’espressione dei principali enzimi detossificanti di fase 2 quali
GST, GR, GPx, TR e NQOI, sull’attivita dei principali enzimi
antiossidanti quali SOD e CAT ed stato valutato il livello di GSH
intracellulare. Infine, per verificare se I’incremento di attivita degli
enzimi  detossificanti/antiossidanti presi in considerazione
determinasse una maggiore resistenza della cellula allo stress
ossidativo causato dal perossido di idrogeno (H,0,), sono state
valutate la produzione di ROS e la vitalita cellulare.

Alla luce dei risultati ottenuti durante la prima fase del
progetto sul modello in vitro di cardiomiociti,
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ulteriore scopo della ricerca effettuata & stato quello di
valutare se il trattamento con SF sia in grado di esercitare una
funzione protettiva nei confronti dello stress ossidativo indotto
dall’esercizio fisico acuto ad esaurimento in un modello in vivo.

Sebbene 1’esercizio fisico sia stato riconosciuto essere una
componente fondamentale di un sano stile di vita, permette infatti di
prevenire I’insorgenza e contrastare la progressione di numerose patologie,
esistono casi in cui I’esercizio pud rappresentare una fonte di stress in
grado di aggravare il quadro ossidativo di un soggetto. Quando I’attivita
motoria ¢ troppo intensa, oltre al rischio di lesioni muscolari e tendinee si
puo verificare uno squilibrio nel bilancio redox dell’organismo portando
cosi a perdere tutti i potenziali effetti benefici dell’attivita fisica e
all’esposizione a tutti 1 rischi collegati ad un’elevata produzione di ROS.

Molti soggetti credendo di condurre un corretto stile di vita
svolgono, saltuariamente e senza un corretto allenamento, attivita fisiche
intense € molto prolungate, senza considerare che in questo modo si
espongono agli effetti deleteri dell’attivita acuta ad esaurimento. E ormai
noto che D’esercizio fisico acuto ad esaurimento causa una significativa
produzione di ROS, instaurando uno stato di stress ossidativo che puo
indurre effetti negativi sulla salute e il benessere generale. Infatti, ¢ stato
osservato un incremento di diversi biomarcatori dello stress ossidativo
dopo uno sforzo acuto e breve (Cuevas et al., 2005), dopo un esercizio ad
esaurimento sulla lunga distanza, cosi come in esercizi di resistenza (4/mar
et al, 2002) in soggetti allenati ¢ non. E stato osservato anche un
incremento dei marker di stress ossidativo in roditori dopo un esercizio
esaustivo (Alonso et al., 2006).

Come modello di studio sono stati utilizzati ratti Wistar
adulti. Gli animali sono stati trattati con SF 25 mg/kg p.c. e
sottoposti ad una sessione acuta di esercizio fisico ad esaurimento.
Sono stati valutati gli effetti di SF sull’attivita dei principali
enzimi detossificanti di fase 2 quali GST, GR, GPx, TR e NQOI1 ¢
su alcuni dei principali enzimi antiossidanti primari come SOD e
CAT, in campioni di tessuto muscolare ottenuti dopo sacrificio
degli animali. Infine, per verificare se il trattamento con SF
determinasse una maggiore resistenza dei tessuti allo stress indotto
dall’esercizio ¢ stata wvalutata [’attivita dell’enzima lattico
deidrogenasi (LDH) nel plasma.
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Capitolo 6 Materiali e metodi

6.1 Materiali

SF ¢ stato acquistato da VinciBiochem (IT), Il terreno di
coltura (DMEN F-12), 1 sieri (FCS e HS), Il tampone di lisi
cellulare (Cell Lytic and Protease Inhibitor Cocktail), la soluzione
di WST-1 e I’enzima SOD standard, la 2’,7’-diclorofluorescina
diacetato (DCFH-DA), il monoclorobimano (MCB), 1-cloro-2,4-
dinitrobenzene (CDNB), 1’acido 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoico)
(DTNB), il glutatione (GSH), sono stati acquistati da Sigma-
Aldrich Co.

I1 Total RNA isolation Mini Kit ¢ stato fornito da Agilent
Thecnologies, Palo Alto CA., mentre il ReactionReady First-Strand
cDNA Synthesis Kit ¢ stato fornito da SuperArray.

I reagenti necessari alle tecniche di immunoblotting: soluzione di
rivelazione (enhanced chemiluminescence detection kit), pellicola
fotografica (Hyperfilm ECL) sono stati acquistati da Amersham
Bioscience. Gli anticorpi anti GST, anti GR sono stati acquistati presso Cell
Signaling Technology, mentre anti GPx presso Santa Cruz Biotechnology,
ed anti TR, anti NQO1 presso Chemicon International.
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6.2 Colture cellulari di cardiomiociti neonatali, e
supplementazione con sulforafane

Le colture di cardiomiociti neonatali sono state allestite da
cuori di ratti Wistar (Harlan-Italy) di 2-4 giorni di vita(Yagev et
al., 1984). 1 ratti sono stati sacrificati per decapitazione, il torace
inciso ed 1 ventricoli cardiaci prelevati. In figura 4.1 sono
schematizzate le varie fasi del procedimento. I ventricoli, derivati
da un numero variabile di 30-60 ratti, sono stati posti in un
particolare medium, definito special medium (946 mg/100 mL
Ham-F10, KH,PO4 93 mM, Na,HPO, 38.5 mM, NaHCO; 1.2 M ed
inositolo 0.5 mM (Sigma-Aldrich Co.), lavati in questo medium e
finemente sminuzzati.

Lo special medium ¢ stato quindi sostituito con il medium di
tripsinizzazione, ottenuto aggiungendo tripsina (0.25% v/v)
(Sigma-Aldrich Co.) allo special medium, in quantita di 1 mL per
ogni 100 mg di tessuto. I frammenti di tessuto sono stati posti in
un recipiente cilindrico sterile di vetro, chiusi e lasciati alla
temperatura di 4°C overnight. Successivamente il medium
contenente la tripsina ¢ stato rimosso, lasciando il tessuto immerso
in un piccolo volume residuo (meno di 1/10 del volume iniziale). Il
recipiente ¢ stato posto in un incubatore a 37°C, CO; 5%, umidita
95%, e lasciato in incubazione per 30 minuti, in agitazione
continua.

Questo metodo di tripsinizzazione “a freddo” presenta il
vantaggio di danneggiare solo in minima parte le cellule durante il
periodo di disaggregazione, rispetto ai metodi che utilizzano
esposizioni alla tripsina per tempi molto lunghi alla temperatura di
37°C. Infatti, la tripsina, il cui optimum di temperatura ¢ intorno ai
37°C, durante le 18 ore a 4°C ¢ pressoché inattiva, ma imbibisce i
frammenti di tessuto cardiaco. I successivi 30 minuti a 37°C sono
pertanto sufficienti ad ottenere una disgregazione del tessuto senza
determinare un danno alle cellule.

Si ¢ quindi proceduto alla risospensione dei frammenti di
tessuto in medium completo (DMEM F-12 supplementato con il
10% (v/v) di siero bovino fetale (FCS) , il 10% (v/v) di siero di
cavallo (HS), 1'1% (v/v) di sodio piruvato, penicillina (100 U/mL),
streptomicina (100 mg/mL), in rapporto di 1 mL di medium/100
mg di tessuto iniziale. In tale medium le cellule sono state
disgregate ulteriormente con 1’ausilio di una pipetta pasteur sterile.
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La sospensione cosi ottenuta ¢ stata filtrata attraverso una garza
sterile in una fiasca per colture cellulari e incubata a 37°C, CO,
5%, umidita 95%, per 30 minuti. La fiasca ¢ stata quindi ben
agitata e la sospensione di cellule, travasata in una seconda fiasca,
incubata nelle condizioni precedenti per 60 minuti.

Queste due fasi di incubazione della sospensione di cellule,
definite di “pre-plating”, hanno lo scopo di rendere la coltura di
cardiomiociti la piu pura possibile. In particolare, durante i1l “pre-
plating”, le cellule non muscolari presenti, caratterizzate da una
maggiore adesivita ai supporti di plastica, aderiscono saldamente al
fondo della fiasca, mentre 1 cardiomiociti rimangono nella
sospensione; quest’ultima risultera quindi virtualmente “pura” al
successivo travaso.

Terminate le fasi di “pre-plating”, le cellule sono state
contate con 1’ausilio di un emocitometro e, attraverso una
diluizione con medium completo, portate ad una concentrazione di
1.2x10° cellule/mL.

La sospensione di cellule cosi ottenuta ¢ stata seminata in
piatti petri e incubata a 37°C, CO; 5%, umidita 95%.

Ogni 48 ore ¢ stato effettuato il cambio medium: il medium di
crescita delle cellule ¢ stato aspirato dai piatti petri con ’ausilio di
una pompa da vuoto e sostituito con un nuovo medium completo.

SF ¢ stato solubilizzato in dimetilsolfossido (DMSO) alla
concentrazione 10 mM, conservato a -20°C e diluito alla
concentrazione opportuna al momento dell'utilizzo in medium
completo.

Le cellule, una volta giunte a confluenza, sono state trattate
con SF 5 uM per tempi differenti (6, 12, 24 e 48 ore).

6.2.1 Preparazione dei lisati cellulari

Al termine di ogni esperimento ¢ stato eliminato il medium di
coltura dai piatti Petri e le cellule sono state staccate dal supporto
di plastica con l'ausilio di un “cell scraper”, utilizzando 6 mL di
PBS freddo. Le sospensioni cellulari cosi ottenute sono state
centrifugate a 300 g per 10 minuti a 4°C ed il surnatante eliminato.
A1 pellet sono stati aggiunti 150 pL di tampone di lisi. [ campioni
sono stati mantenuti a 4°C per 60 minuti, vortexando ogni 10
minuti per favorire la lisi cellulare.

I campioni sono stati centrifugati a 12000 g per 15 minuti per
far precipitare 1 debris cellulari non lisati, il surnatante ¢ stato
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rimosso, aliquotato e conservato a -80°C ed utilizzato entro una
settimana.

6.2.2 Preparazione dei lisati cellulari da sottoporre a tecniche di
immunoblotting

Le cellule, seminate alla concentrazione di 1,5x10° cellule/mL, sono
state scrapate in PBS freddo (6 mL totali) e centrifugate a 500 g per Smin,
il pellet ottenuto ¢ stato risospeso in 300 puL di tampone di lisi (Tris 50 mM
pH 7.4, NaCl 15 OmM, EDTA 2 mM, EGTA 2 mM, Tritonx100 allo 0.1%)
contenente anche 1 seguenti inibitori di proteasi: fenilmetilsolfonilfluoruro
I mM ed 1 pg/mL di aprotinina, pepstatina e leupeptina ed inibitori delle
fosfatasi quali sodio fluoruro, sodio pirofosfato e sodio vanadato. I lisati
cellulari sono stati congelati a — 20° C e mantenuti a questa temperatura
overnight. I campioni scongelati sono stati poi centrifugati per 10 min a
600 g ed utilizzando il sovranatante ¢ stata misurata la concentrazione delle
proteine in accordo al metodo di Bradford.

I lisati cellulari ottenuti sono stati trattati successivamente con
Loading Buffer (Tris-Cl 1 M pH 6.8, SDS 8%, glicerolo 20%, blu di
bromofenolo 0.024% e [B-mercaptoetanolo 4%; quest’ultimo ¢ stato
aggiunto solo al momento dell’uso) e successivamente bolliti per 5 minuti;
tale processo conduce alla denaturazione delle proteine con scissione di
eventuali ponti disolfuro. Icampioni cosi preparati sono stati conservati a -
20°C fino all’analisi successiva.
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6.3 Modello animale e protocollo di esercizio fisico

Tutti gli esperimenti condotti sono stati eseguiti rispettando
le Guiding Principles for Research Involving Animals (NAS, 1991).

Questa parte del progetto ¢ stata condotta in collaborazione
con il gruppo del Prof. Javier Gonzalez Gallego, Dipartimento di
Scienze Biomediche, Universita di Leon, Spagna.

Un gruppo di 32 ratti Wistar maschi (eta 4 mesi, peso 230
+20 g) ¢ stato stabulato in ambiente controllato la cui temperatura
era termostatata a 22°C; il cibo (Panlab, Barcelona, Spain) e
I’acqua erano disponibili ad libitum, mentre il rapporto tra ore di
luce e di buio era di 12:12 e il programma di luce-buio ¢ stato
regolato in modo che 1 ratti fossero esposti alla luce dalle 8:00 alle
20:00.

I ratti sono stati divisi in quattro gruppi da 8 animali
ciascuno: un gruppo di controllo (C), un gruppo di controllo a cui e
stato somministrato SF (S), un gruppo sottoposto ad esercizio
fisico acuto ad esaurimento (E), un gruppo sottoposto ad esercizio
fisico acuto ad esaurimento a cui ¢ stato somministrato SF (ES).

Durante la settimana precedente 1’esercizio acuto ad
esaurimento tutti gli animali sono stati abituati a correre su un
treadmill specifico per ratti (model LI8706, Letica, Barcelona,
Spain) ad una velocita iniziale di 24 m/min per 10 min. Questo
protocollo ha fatto si che i ratti fossero in grado di correre sul
treadmill durante 1’esercizio finale, senza tuttavia determinare
adattamenti muscolari all’allenamento.

Durante 1 tre giorni precedenti I’esperimento ai ratti dei
gruppi S ed ES ¢ stata somministrata ogni 24 ore, per via
intraperitoneale, una dose di sulforafane (25 mg/kg p.c. in 0.5 ml
di soluzione allo 0.9% di NaCl e 0.5% di etanolo, mentre 1 ratti dei
guppi C ed E sono stati trattati con un ugual quantita di soluzione
allo 0.9% di NaCl e 0.5% di etanolo. L ultimo trattamento ¢ stato
effettuato 24 ore prima dell’esercizio. Il giorno dell’esperimento i
ratti dei gruppi S ed ES sono stati sottoposti ad un singolo
esercizio acuto ad esaurimento su treadmill alla velocita di 24
m/min e alla pendenza del +7%. L’esaurimento ¢ stato determinato
come momento oltre il quale i ratti non erano piu in gradto di
proseguire l’attivita. Terminato 1’esercizio 1 ratti sono stati
immediatamente anestetizzati con una dose intraperitoneale di
pentobarbital sodico (50 mg/kg di peso corporeo) e sacrificati.
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Sono stati prelevati campioni di sangue intero, utilizzando eparina
come anticoagulante e il plasma ¢ stato ottenuto per
centrifugazione (1500 x g, 10 min, 4°C ) e conservato alla
temperatura di -80 °C. I campioni di tessuto muscolare (vasto
laterale) sono stati prelevati con [1’ausilio di un bisturi,
rapidamente posti in azoto liquido, per esser poi conservati alla
temperatura di -80°C.

6.3.1 Preparazione degli omogenati di tessuto muscolare

Un’aliquota di circa 100 mg di ogni campione di tessuto
muscolare ¢ stata omogenata, in rapporto 1:10 con il tampone di
omogeneizzazione freddo (soluzione fosfato 100 mM pH 7.4, 1%
di EDTA, contenente NaF 50 mM, sodio vanadato 1 mM, sodio
pirofosfato 1 mM e un cocktail di inibitori delle proteasi), per 90
sec con un omogenizzatore (IKA® - WERKE) dotato di pestello di
teflon che ruotava alla velocita di 500 rpm. Gli omogenati cosi
preparati sono poi stati centrifugati alla velocita di 10000 g, alla
temperatura di 4°C per 15 min. La frazione citosolica,
sovranatante, ¢ quindi stata conservata a -80°C fino al momento
delle analisi dopo averne determinato il contenuto di proteine
secondo il metodo di Bradford.

Un’aliquota degli omogenati ottenuti ¢ stata utilizzata per la
preparazione di campioni da sottoporre ad analisi di
immunoblotting. I campioni sono quindi stati trattati con Loading
Buffer (Tris-Cl 1 M pH 6.8, SDS 8%, glicerolo 20%, blu di
bromofenolo 0.024% e B-mercaptoetanolo 4%; quest’ultimo ¢ stato
aggiunto solo al momento dell’uso) e successivamente bolliti per 5
minuti; tale processo conduce alla denaturazione delle proteine con
scissione di eventuali ponti disolfuro. I campioni cosi preparati
sono stati conservati a -20°C fino all’analisi successiva.
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6.4 Determinazione delle attivita enzimatiche

6.4.1 Valutazione dell'attivita dell'enzima glutatione S-transferasi

Per la determinazione dell’attivita della GST ¢ stato
impiegato un metodo che utilizza come substrato 1-cloro-2,4-
dinitrobenzene (CDNB), in grado di interagire con la maggior parte
degli isoenzimi GST. Dopo coniugazione del gruppo tiolico del
glutatione al CDNB, si verifica un incremento di assorbanza a 340
nm. La GST, infatti, catalizza la coniugazione del glutatione al
substrato CDNB secondo la seguente reazione:

GST
GSH + CDNB——> GS-DNB + HCl

II GS-DNB assorbe a 340 nm e I'entita dell'incremento di
assorbanza ¢ proporzionale all'attivita della GST.
Sono state calcolate le variazioni di assorbanza (AAs4, )/min sia
per 1 campioni sia per il bianco utilizzando la seguente equazione:

A340 (ﬁnale)-A340 (mlzlale)

AA340/min=

Tempo di reazione (min)

L'attivita di GST ¢ stata calcolata attraverso 1'equazione:

A340/min * V(ml) * dil

= umol/ ml/ min

EmM * Venz (ml)

dove:

dil : fattore di diluizione

emM (mM'em™): coefficiente del coniugato di CDNB a 340 nm
V: il volume di reazione

Venz ¢ 1l volume dei campioni testati.

L attivita di GST ¢ stata espressa come nmol/min/mg proteine.
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6.4.2 Valutazione dell'attivita dell'enzima glutatione reduttasi
Per la determinazione dell’attivita della GR ¢ stato impiegato

un metodo che si basa sulla riduzione di GSSG (2mM) ad opera
del NADPH (2mM) in presenza di glutatione reduttasi:

GR

NADP' +2 GSH

v

NADPH + H  + GSSG

Il glutatione ridotto formato pud successivamente reagire in
maniera spontanea con acido 5,5'-Ditiobis(2-nitrobenzoico)
(DTNB) (3mM) secondo la seguente reazione:

GSH + DTNB— GS-TNB + TNB

La prima reazione pud essere misurata attraverso una riduzione di
assorbanza a 340 nm, provocata dalla diminuzione di NADPH,
mentre la seconda attraverso un aumento di assorbanza a 412 nm,
dato da un aumento di TNB.

In entrambi 1 casi le variazioni rilevate sono proporzionali
all'attivita dell'enzima GR.

L’attivita dell’enzima ¢ stata calcolata utilizzando la formula:

(AAcumpione - AAbianco) *dil

unita/ ml =
EmMm * Vcampione (ml)

per NADPH "= 6.22 mM ' cm™
per TNB ™= 14.15 mM"'cm™

Un’unita di GR ¢ quella che causa la riduzione di 1 pmol di DTNB
a TNB a 25°C, pH 7.5.
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6.4.3 Valutazione dell’attivita dell’enzima glutatione perossidasi

L’attivita della GPx-1 ¢ stata determinata con il metodo di
Paglia e Valentine (1967), modificato da Gunzler et al. (1974),
utilizzando terbutil-idroperossido (Sigma-Aldrich Co.) come
substrato. E’ un metodo di determinazione enzimatico indiretto
basato sull’ossidazione del GSH a GSSG, catalizzato dalla GPx. La
rigenerazione del GSH ¢ ottenuta accoppiando la precedente
reazione a quella catalizzata dalla glutatione reduttasi (GR) che
riduce il GSSG a GSH. La riduzione del GSSG si accompagna
all’ossidazione del NADPH a NADP'. La diminuzione di
assorbanza a 340 nm, lunghezza d’onda che rappresenta il massimo
di assorbimento del NADPH, indica 1’entita dell’ossidazione del
NADPH a NADP'. Questo ¢ indicativo dell’attivita della GPx,
poiché la reazione catalizzata dalla GPx rappresenta la tappa
limitante I’intero processo catalitico.

GPx
L-OOH + 2GSH L-OH + GSSG + H,0

GR
GSSG + NADPH+ HL—» 2GSH + NADP"

Al termine di ogni esperimento le cellule sono state lavate con PBS
e ad ogni piatto sono stati aggiunti 2 mL di tampone potassio
fosfato 50 nM, pH 8, contenente EDTA 0.5 mM (Sigma-Aldrich
Co.). Le cellule, mantenute in ghiaccio, sono state rimosse dal
supporto di plastica mediante 1’utilizzo di un “cell scraper”. La
sospensione di cellule cosi ottenuta ¢ stata omogenata utilizzando
un potter a bassissima velocita. I campioni sono stati centrifugati a
4°C a 2000 g per 25 minuti ed ¢ stato prelevato il sovranatante.
L’ attivita della GPx ¢ stata valutata spettrofotometricamente su
aliquote del surnatante ottenuto dai diversi campioni in presenza di
NADPH 5 mM, GSH 42 mM e 10 U/mL di glutatione reduttasi. La
reazione ¢ stata infine avviata con 1’aggiunta di 10 uL di terbutil-
idroperossido 30 mM.

L’attivita della GPx-1 ¢ stata espressa come mU/mg di
proteina. La concentrazione proteica ¢ stata valutata utilizzando il
metodo di Bradford (1976). Un’unita di GPx ¢ la quantita di

-87 -



enzima in grado di determinare la formazione di 1 umol/min di
NADP" a pH 8.0, ad una temperatura di 25°C in presenza di GSH,
glutatione reduttasi e terbutil-idroperossido 30 mM.

6.4.4 Valutazione dell'attivita dell'enzima superossido dismutasi

Per la determinazione dell’attivita della SOD ¢ stato
impiegato un metodo che sfrutta la capacita della molecola,
solubile in acqua, (2-(4-lodofenil)- 3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-
disulfofenil)-2H-tetrazolio, sale monosodico) (WST-1) di formare
un sale di formazano, che assorbe alla lunghezza d’onda di 450
nm, quando reagisce in presenza di O, . Il sistema di reazione
utilizza come fonte di O, la reazione tra xantina e xantina
ossidasi. La presenza di SOD nel campione sequestra parte del O,~
prodotto riducendolo ad acqua ossigenata e ossigeno impedendogli
di reagire con WST-le formare il sale di formazano colorato.
L’assorbanza ¢ stata misurata utilizzando un lettore di piastre
multipozzetto (VICTOR3 V™ Multilabel Counter, Perkin Elmer).
L’attivita della SOD ¢ stata calcolata come percentuale di inibizione
rispetto al bianco, convertita in U/mg di proteina grazie ad una retta di
taratura.

% inibizione = [(Abianco - Acampione)/ Abianco] x 100

Costruendo una retta di taratura utilizzando enzima SOD purificato
disponibile commercialmente € possibile calcolare I’attivita dei campioni in
U/mg di proteina:

(% inibiz campione _ y intercetta) * diluizione*mgp
= U/mgp

Pendenza *V,,. (ml)

dove:

y intercetta: valore di intersezione tra la retta di taratura e 1’asse
delle ordinate

pendenza: coefficiente angolare della retta di taratura

mgp: mg di proteine contenute nel campione

Il sistema di reazione ¢ schematizzato in figura 6.1a, mentre la
reazione di formazione del sale di formazano ¢ riportata in figura 6.1 b
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Figura 6.1: determinazione dell’attivita della SOD (a) schematizzazione del
sistema di reazione per la determinazione dell’attivita della SOD. Si puo
notare come la SOD sottraendo anione superossido al sistema impedisca
l’ossidazione di WST-1 a formazano determinando cosi una riduzione
dell’assorbimento della soluzione a 450nm. (b) modificazione della struttura
del WST-1 in seguito alla reazione con O;"

Un’unita di SOD inibisce del 50% la riduzione del citocromo ¢ in
un sistema accoppiato con XO a pH 7,8 e temperatura di 25°C.
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6.4.5 Valutazione dell'attivita dell'enzima catalasi

Per la determinazione dell’attivita della CAT ¢ stato
impiegato un metodo che sfrutta la capacita perossidativa
dell’enzima CAT stesso. Il metodo si basa sulla reazione della
CAT con i1l metanolo (CH3;0OH) in presenza di acqua ossigenata
(H,0O,) per generare formaldeide (HCHO), questa reazione ¢ stata
bloccata dopo un tempo di 20 minuti (tempo di reazione) con
I’aggiunta di idrossido di potassio 4M (KOH).

CH;OH + H,0,_catr JHCHO + H,0

La formazione di HCHO ¢ misurata spettrofotometricamente
grazie all’utilizzo del cromogemo Purpald (4-ammino-3-idrazino-
5-mercapto-1,2,4-triazolo). In presenza di aldeidi il Purpald forma
un eterociclo biciclico che, in presenza di periodato (I10,7), cambia
la propria colorazione con un massimo di assorbimento alla
lunghezza d’onda di 540 nm. L’assorbanza ¢ stata misurata
utilizzando un lettore di piastre multipozzetto (VICTOR3 V™
Multilabel Counter, Perkin Elmer).

T W o Ifﬁ\};IH Nal 'Fﬁ‘?.‘
HS. N._ _NH HCHO oo xo Am M9 g NN

\ll/\ﬂ/ a TT b \er

N—N N—N N—N

Figura 6.1: a) reazione di ciclizzazione tra Purpald e formaldeide, b) il
prodotto della ciclizzazione viene ossidato in presenza di anione periodato
per formare un composto che assorbe alla lunghezza d’onda di 540 nm.

Dopo aver costruito una retta di taratura utilizzando HCHO
standard a diverse concentrazioni, 1’attivita della CAT ¢ stata
calcolata secondo la seguente formula:

(Assorbanza campione _ y intercetta) * diluizione*mgp
= nmol/min/mgp

Pendenza * tempo di reazione* V,,(ml)
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dove:

y intercetta: valore di intersezione tra la retta di taratura e 1’asse
delle ordinate

pendenza: coefficiente angolare della retta di taratura

mgp: mg di proteine contenute nel campione

6.4.6 Valutazione dell'attivita dell'enzima NADPH-chinone reduttasi

Il saggio della chinone reduttasi ¢ stato effettuato misurando

la riduzione dell' MTT NADPH-dipendente menadiolo-mediata
(Figura 4.2).
Eliminato il medium dalle cellule seminate in piastre da 96
pozzetti, sono stati addizionati 50 pL di lysis solution (0.8%
digitonina, 2mM EDTA, pH 7.8) in ogni pozzetto. Le piastre sono
state poste su un agitatore di piastre e agitate a 300 rpm per 10
minuti a temperatura ambiente. Successivamente sono stati
aggiunti 200 pL di mix di reazione [6.225 mL di TRIS-HCI 0,5 M,
83 mg di albumina sierica bovina (BSA), 830 uL di Tween 20
(1,5%), 83 uL di FAD 7.5 mM, 830 puL di glucosio 6-fosfato (G6P)
150 mM, 74.7 uL di NADP 50 mM, 1.7 mL di glucosio 6-P
deidrogenasi (250U), 37.35 mg di MTT e acqua bidistillata fino ad
un volume finale di 125 mL]. E’ stata quindi rilevata 1’assorbanza
a 595 nm, mediante spettrofotometro.

6-PHOSPHO- GLUCOSE
GLUCONATE 6-PH SPHATE

REDUCED MTT MTT
(FORMAZAN DYE)

Figura 6.2: schema delle reazioni di riduzione dell'MTT.
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L attivita dell’enzima ¢ stata calcolata attraverso la seguente
formula:

Asgs/ min %V (ml) * dil

= nmol/min
gmM* Venz (ml)

6.4.7 Valutazione dell’attivita dell’enzima tioredoxina reduttasi

Per la determinazione dell’attivita della tioredoxina reduttasi
¢ stato utilizzato un saggio colorimetrico basato sulla riduzione
NADPH mediata del DTNB, che porta alla produzione di TNB,
caratterizzato da una intensa colorazione gialla, misurata a 412 nm
(Holmgren et al., 1995).

La reazione di riduzione, mediata in vivo dalla tioredoxina
reduttasi, si verifica secondo il seguente schema:

TR
TRX-S-S + NADPH+H' — TRX-(SH) , + NADP"

TRX-(SH) , + proteine > TRX-S-S + proteine(SH),

TR

v

DTNB + NADPH + H" 2TNB + NADP"

Per ogni mole di NADPH ossidato si formano due moli di
TNB.

Il saggio ¢ stato effettuato a temperatura ambiente (25°C) ed il
massimo di assorbimento per il TNB si verifica a 412 nm
(coefficiente di estinzione molare 14,150 M 'cm™).

Nei campioni biologici sono presenti altri enzimi, quali la
glutatione reduttasi e la glutatione perossidasi, in grado di ridurre
il DTNB, percio, per evitare di ottenere dei falsi positivi, ¢ stato
impiegato un inibitore specifico della tioredoxina reduttasi.

In primo luogo ¢ stata misurata la riduzione totale di DTNB e
successivamente la riduzione in presenza di inibitore, la differenza
tra 1 due risultati ha fornito la riduzione di TNB dovuta alla sola
tioredoxina reduttasi.
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L’attivita dell’enzima ¢ stata calcolata attraverso la seguente
formula:

AAy;;/ min (tioredoxina reduttasi) * dil

unita/ ml =
Venz (ml) Dove:

AAy/min(tioredoxina reduttasi)= AA,;/min (campione) -
AA4;/min (campione + inibitore)

dil: fattore di diluizione

Ven, ¢ 11 volume dei campioni testati.

Un’unita di TR ¢ quella che causa un incremento nell’assorbanza
misurata a 412 nm di 1.0 per minuto a 25°C, pH 7.0.

6.4.8 Valutazione dell’attivita dell’enzima lattico deidrogenasi nel
plasma

I1 dosaggio dell’attivita dell’enzima LDH ¢ stato eseguito su aliquote
di plasma, secondo il metodo di Korzeniewski C. et Callewaert D.M.
(1983).

Il plasma ¢ stato ottenuto per centrifugazione (1500 x g, 10 min,
4°C) a partire da campioni di sangue intero prelevato al momento del
sacrificio, utilizzando eparina come anticoagulante.

L’attivita dell’enzima ¢ stata misurata spettrofotometricamente alla
lunghezza d’onda di 340 nm, come variazione dell’assorbanza del NADH
in un sistema contenente piruvato 10 mM, NADH 1.5 mM, tampone
fosfato pH 7.4 e 100 ul di plasma come fonte dell’enzima.

LDH
Piruvato + B-NADH , L-Lattato + B-NAD"

L’attivita della LDH ¢ stata calcolata secondo la seguente relazione:

Unita/mL = (AAcampione/min-AAbianco/min) *v * d

6.22 * 0.1

dove:
v = Volume totale in mL del saggio
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d= fattore di diluizione del campione
6.22 = coefficiente di estinzione molare
0.1 = volume in mL di enzima utilizzato

6.5 Estrazione di RNA e RT-PCR

RNA totale ¢ stato estratto utilizzando il Total RNA Isolation
Mini Kit (Agilent Thecnologies, Palo Alto, CA). La purezza e la
quantita di RNA estratto sono state misurate utilizzando Ilo
spettrofotometro NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Thecnologies,
Rockland, DE). I livelli di espressione dei geni che codificano per
gli enzimi GST, GR, GPx, NQOI, TR sono stati valutati misurando
1 livelli dei rispettivi mRNA. A partire da 1 pg di RNA totale ¢
stato  sintetizzato il corrispondente c¢DNA utilizzando il
ReactionReady First-Strand cDNA Synthesis Kit (SuperArray). Il
cDNA ¢ stato quindi trascritto inversamente a 37°C per 60 minuti,
al termine dei quali la reazione ¢ stata bloccata riscaldando il
sistema a 95°C per 5 minuti. La reazione di PCR ¢ stata eseguita in
un volume di 25 pl contenente ReactionReady HotStart Sweet PCR
master mix (10mM Tris HCI, 50 mm KCI, 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM
dNTPs, e Taq DNA polimerasi), 0,4 pl di ogni primer e 1ul di
cDNA diluito. L’amplificazione del c¢DNA ¢ stata iniziata
denaturando 1 campioni a 95°C per 10 minuti, seguiti da 35 cicli
compostio da 15 secondi a 95°C, 30 secondi a 55°C e 30 secondi a
72°C, infine i campioni sono stati mantenuti a 72°C per 7 minuti.

Sei pul del prodotto amplificato sono quidi stati separati per
elettroforesi su gel di poliacrilamide al 10% (Bio-Rad); le diverse
bande sono state rivelate con etidio bromuro e visualizzate per
mezzo di luce UV (Versa Doc 4000 Immagine System, Bio-Rad).
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6.6 Immunoblotting

Dopo aver allestito la camera per SDS-PAGE, i campioni ottenuti
sono stati sottoposti ad elettroforesi su gel di poliacrilammide al 10% (per
un gel di circa 10 mL occorrono: 4.0 mL di H,O, 3.4 mL di acrilammide
30%, 2.6 mL di tampone Tris, pH 8.8 1.5 M, 100 uL di SDS 10%, 100 uL
di ammonio persolfato 10% e 4.0 uL di TEMED) applicando una
differenza di potenziale di 80 mV per almeno 60 minuti.

Al termine della corsa elettroforetica, le bande separate sono state
trasferite su una membrana di nitrocellulosa tramite elettroblotting,
applicando una differenza di potenziale di 110 mVolt per 90 minuti.
Successivamente la membrana ¢ stata saturata per un’ora circa con latte fat-
free in polvere al 5% in TBS Tween (Tris 10 mM pH 8, NaCl 150 mM,
Tween-20 0.05%) ed incubata con I’anticorpo primario specifico, per tutta
la notte a 4° C su agitatore orbitante.

Dopo tre lavaggi con TBS/Tween, la membrana ¢ stata incubata per 60
minuti con I’anticorpo secondario anti-IgG di coniglio, coniugato con
perossidasi, diluito 1:2000.

Trascorso il tempo indicato, sono stati eseguiti altri tre lavaggi con
TBS/Tween e si ¢ proceduto alla rivelazione. Questa ¢ stata effettuata
incubando la membrana di nitrocellulosa, per un minuto, con una soluzione
di rivelazione enhanced chemiluminescence (ECL) detection kit, che
genera chemiluminescenza per effetto dell’attivita della perossidasi legata
all’anticorpo secondario. Tenendo conto che la chemiluminescenza
permane per 15 minuti, in camera oscura si impressiona una pellicola
fotografica Hyperfilm ECL delle dimensioni del foglio di nitrocellulosa.
Infine, dopo aver trattato la lastra con soluzione di sviluppo, fissaggio e
lavaggio in acqua, ¢ stato possibile visualizzare le bande relative ai
campioni e quelle relative agli standard introdotti come riferimento.

Sono stati utilizzati anticorpi anti GST, anti GR, anti GPx, anti TR, anti
NQOIL.
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6.7 Valutazione dei livelli intracellulari di glutatione ridotto

Il contenuto di GSH intracellulare ¢ stato determinato
utilizzando la sonda fluorescente monoclorobimano (MCB). GSH
viene coniugato in modo specifico da MCB formando I’addotto
fluorescente GSH-bimano, attraverso una reazione catalizzata dalla
GST. La concentrazione dell’addotto aumenta progressivamente
durante 1 primi 10-12 minuti di reazione seguendo una cinetica di
primo ordine.

Le cellule sono state seminate in piastre da 96 pozzetti. Dopo
la supplementazione con SF il medium ¢ stato rimosso e le cellule
sono state lavate con 0.2 mL di PBS per due volte ed incubate a
37°C per 30 minuti in 0.1 mL di PBS contenente MCB 25 uM.

Dopo 1’incubazione [I’intensita di emissione ¢ stata
determinata a 460 nm, in seguito ad eccitazione a 355 nm,
utilizzando un lettore di piastre multipozzetto (VICTOR3 V™
Multilabel Counter, Perkin Elmer).
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6.8 Valutazione della formazione intracellulare di specie
reattive dell’ossigeno

La valutazione dello stress ossidativo cellulare ¢ stata
effettuata utilizzando 2’,7’-diclorofluorescina diacetato (DCFH-
DA). Tale composto diffonde all’interno della cellula, dove viene
enzimaticamente diacetilato da esterasi intracellulari che lo
riducono a DCFH, un composto piu idrofilo e non fluorescente. In
presenza di specie reattive dell’ossigeno, DCFH ¢ rapidamente
ossidato nel composto fluorescente DCF (Figura 4.3).
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Figura 6.3: meccanismo d’azione della DCFH nella valutazione della
produzione di ROS .

Dalle cellule supplementate con SF per tempi differenti (6,
12, 24 ¢ 48 ore), ¢ stato eliminato il terreno di coltura ¢ sono stati
aggiunti 100 pL di soluzione di DCFH-DA in DMSO 10 pg/mL per
30 minuti.

-97 -



Dopo aver eliminato tale soluzione sono stati addizionati 100 pL di
H,0,. Dopo 30 minuti, eliminata H,O,, sono stati aggiunti 100 pL
di medium senza siero e senza rosso fenolo. L’intensita di
emissione ¢ stata determinata a 535 nm in seguito ad eccitazione a
485 nm, utilizzando un lettore di piastre multipozzetto (VICTOR3
V™ Multilabel Counter, Perkin Elmer).

L’attivita antiossidante intracellulare ¢ stata espressa come
percentuale di inibizione delle ROS intracellulari prodotte in
seguito all’esposizione al perossido di idrogeno.

6.9 Analisi della vitalita cellulare

La vitalita cellulare ¢ stata determinata mediante il saggio
dell’MTT.
Il metodo si basa sulla riduzione, da parte delle cellule vitali, del
3-[4,5-dimetiltiazolo-2-11]-2,5-difeniltetraziolio bromuro (MTT), di
colore giallo, in un sale insolubile di formazano di colore blu
(Figura 4.4).

L’MTT viene ridotto a formazano dalla succinato
deidrogenasi, un enzima che appartiene alla catena respiratoria
mitocondriale ed ¢ attivo solo nelle cellule vitali.

MTT Formazan

M 0 /@ [l ﬁ.DH
N= il \f [l \A |
CHay NAD" N "
s/
CHg

Figura 6.4: reazione intracellulare di formazione di formazano da MTT.

Per effettuare il saggio, ¢ stata preparata una soluzione stock
di MTT 5 mg/mL in PBS sterile, conservata a -20°C.

Dalle cellule, seminate in piastre da 96 pozzetti, ¢ stato
eliminato il medium e sostituito con una soluzione di medium
contenente MTT 0.5 mg/mL.

Successivamente le cellule sono state poste in incubatore per
un’ora. E’ stato quindi rimosso il medium contenente MTT per
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aggiungere DMSO, con il duplice effetto di lisare le cellule e
solubilizzare 1 cristalli di formazano formatisi.

L’assorbanza di questa soluzione ¢ stata rilevata a 595 nm,
utilizzando un lettore di piastre multipozzetto (VICTOR3 V™
Multilabel Counter, Perkin Elmer). La vitalita ¢ stata espressa
come percentuale rispetto ai valori di assorbanza ottenuti per le
cellule controllo.
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Capitolo 7 Risultati

7.1 Effetto del sulforafane sull’espressione ed attivita degli
enzimi detossificanti di fase 2 in cardiomiociti in coltura

Numerosi studi hanno evidenziato la capacita di SF di indurre
enzimi detossificanti di fase 2 in diversi modelli cellulari. Poiché,
ad oggi non sono stati riportati studi relativi all’effetto di SF in
cellule cardiache, primo obiettivo della sperimentazione ¢ stato
valutare D’effetto della trattamento con SF (5 uM), per tempi
differenti (6, 12, 24 e 48 h), sull’espressione ed attivita dei
principali enzimi detossificanti di fase 2 (GST, GR, GPx, NQOI,
TR), utilizzando come modello sperimentale colture primarie di
cardiomiociti neonatali di ratto.

7.1.1 Glutatione S-Transferasi

In figura 7.1 sono riportati i livelli di mRNA, ottenuti tramite
RT-PCR, della GST in colture di cardiomiociti trattate con SF 5
UM per 30 min, - 48 ore. Si pud notare un incremento dei livelli di
espressione del gene che codifica per la GST solo dopo 3 ore di
trattameto. Questa up-regolazione si mantiene ai tempi successivi,
risultando massima dopo 48h.

In figura 7.2 sono riportate [’attivita ed 1 livelli di
espressione della GST, valutata tramite analisi immunoblotting, in
colture di cardiomiociti trattate con SF 5 uM per 6 - 48 ore. Dopo
6 ¢ 12 ore di trattamento con SF, I’attivita dell’enzima (fig 7.2b)
non ¢ risultata significativamente differente rispetto a quella
misurata in cellule controllo. Solo dopo 24 e 48 ore di trattamento
si ¢ evidenziato un significativo incremento dell’attivita della GST.
I risultati dell’analisi immunoblotting (fig 7.2a) seguono lo stesso
andamento dell’attivita enzimatica, anche se in questo caso ¢
possibile osservare un’induzione della proteina gia dopo 6h di
trattamento.
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Figura 7.1: Espressione genica di GST dopo trattamento con SF in colture
di cardiomiociti. Le cellule sono state trattate con SF 5 uM per 30min., 1, 2,
3,6, 12, 24 e 48 ore. I livelli di mRNA sono stati valutati tramite analisi RT-
PCR come riportato nel capitolo Materiali e metodi.
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Figura 7.2: Espressione proteica (a) ed attivita (b) della GST dopo
trattamento con SF in colture di cardiomiociti. Le cellule sono state trattate
con SF 5 uM per 6, 12, 24 e 48 ore. L’attivita dell’enzima é stata valutata
per via spettrofotometrica e [’espressione proteica tramite analisi
immuonoblotting come riportato nel capitolo Materiali e metodi. I dati
riportati in figura (a) sono un esempio rappresentativo di tre esperimenti
differenti, mentre i dati in figura (b) sono medie = DS di 5 esperimenti
differenti. L’analisi statistica e stata eseguita utilizzando [’analisi della
varianza ad una via (ANOVA) seguita dal test di Dunnett come post-test,
considerando significativi i valori inferiori a p=0.05(*); n.s. = non
significativo rispetto alle cellule controllo.
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7.1.2 Glutatione Reduttasi

In figura 7.3 sono riportati 1 livelli di mRNA, ottenuti tramite
RT-PCR, della GR in colture di cardiomiociti trattate con SF 5 uM
per 30 min, 1 - 48 ore. A tempi brevi di esposizione SF non ha
alcuna influenza sull’espressione del gene che codifica per la GR,
mentre dopo 3 ore di trattamento si osserva un incremento dei
livelli di mRNA che si mantiene fino alle 48 h, risultando massimo
dopo 12 h.

In figura 7.4 sono riportate [’attivita ed 1 livelli di
espressione della GR, valutata tramite analisi immunoblotting, in
colture di cardiomiociti trattate con SF 5 uM per 6 - 48 ore. Dopo
6 ¢ 12 ore di trattamento, I’attivita dell’enzima (figura 7.4b) non ¢
risultata significativamente differente rispetto a quella misurata in
cellule controllo. Solo dopo 24 e 48 ore di trattamento si ¢
evidenziato un significativo incremento dell’attivita della GR. I
risultati dell’analisi immunoblotting (fig 7.4a), sono in perfetto
accordo con 1 dati dell’attivitd enzimatica. Anche in questo caso
I’induzione ¢ risulta massima dopo 48 h di trattamento.

30 1h 2h 3h 6h 12h  24h  48h C
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Figura 7.3: Espressione genica di GR dopo trattamento con SF in colture
di cardiomiociti. Le cellule sono state trattate con SF 5 uM per 30min, 1, 2,
3,6, 12, 24 ¢ 48 ore. I livelli di mRNA sono stati valutati tramite analisi RT-
PCR come riportato nel capitolo Materiali e metodi.
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Figura 7.4: Espressione proteica (a) ed attivita (b) della GR dopo
trattamento con SF in colture di cardiomiociti. Le cellule sono state
supplementate con SF 5 uM per 6, 12, 24 e 48 ore. L’ attivita dell’enzima (b)
e stata valutata per via spettrofotometrica, e [’espressione proteica (a)
tramite analisi immunoblotting come riportato nel capitolo Materiali e
metodi. La figura (a) é un esempio rappresentativo di tre esperimenti
differenti, mentre i dati in figura (b) sono medie = DS di 5 esperimenti
differenti. L’analisi statistica é stata eseguita utilizzando [’analisi della
varianza ad una via (ANOVA) seguita dal test di Dunnett come post-test,
considerando significativi i valori inferiori a p=0.05(*); n.s. = non
significativo rispetto alle cellule controllo.
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7.1.3 Glutatione perossidasi

In figura 7.5 sono riportati 1 livelli di mRNA, ottenuti tramite
RT-PCR, della GPx in colture di cardiomiociti trattate con SF 5
uM per 30 min, 1 - 48 ore. Diversamente da quanto osservato per
la GST e la GR, il trattamento con SF non influenza la trascrizione
del gene che codifica per la GPx a nessuno dei tempi considerati.

Anche Iattivitda enzimatica (figura 7.6b) ed 1 livelli di
espressione dell’enzima (figura 7.6a), valutati tramite analisi
immunoblotting, non vengono influenzati dal trattamento con SF a
nessuno dei tempi presi in considerazione

300 1h 2h 3h 6h 12h  24h 48h C

Figura 7.5: Espressione genica di GPx dopo trattamento con SF in colture
di cardiomiociti. Le cellule sono state supplementate con SF 5 uM per
30min, 1, 2, 3, 6, 12, 24 e 48 ore. I livelli di mRNA sono stati valutati
tramite analisi RT-PCR come riportato nel capitolo Materiali e metodi.
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Figura 7.6: Espressione proteica (a) ed attivita (b) della GPx dopo
trattamento con SF in colture di cardiomiociti. Le cellule sono state
supplementate con SF 5 uM per 6, 12, 24 e 48 ore. L attivita dell’enzima (b)
e stata valutata per via spettrofotometrica e [’espressione proteica (a)
tramite analisi immunoblotting come riportato nel capitolo Materiali e
metodi. La figura (a) é un esempio rappresentativo di tre esperimenti
differenti, mentre i dati in figura (b) sono medie = DS di 5 esperimenti
differenti. L’analisi statistica e stata eseguita utilizzando [’analisi della
varianza ad una via (ANOVA) seguita dal test di Dunnett come post-test, n.s.
= non significativo rispetto alle cellule controllo.
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7.1.4 NAD(P)H: chinone ossidoreduttasi 1

In figura 7.7 sono riportati i livelli di mRNA, ottenuti tramite
RT-PCR, della NQOI1 in colture di cardiomiociti trattate con SF 5
uM per 30 min, 1 - 48 ore. Si pud notare un incremento dei livelli
di espressione del gene che codifica per la NQO1 gia a dopo 1 ora
di trattamento. Questa up-regolazione si mantiene ai tempi
successivi, risultando massima dopo 48h.

In figura 7.8 sono riportate 1’attivita ed 1 livelli di
espressione della NQO1, valutati tramite analisi immunoblotting,
in colture di cardiomiociti trattate con SF 5 uM per 6 - 48 ore.
Diversamente da quanto emerso dai dati dell’espressione genica,
I’attivita enzimatica (fig 7.8b) ¢ risultata significativamente
incrementata rispetto a quella delle cellule controllo solo dopo
almeno 12 h di trattamento. In particolare, ¢ emersa una relazione
statisticamente significativa (r°=0.9335, p<0.0001 ) tra attivita
enzimatica e tempo di supplementazione. I dati dell’analisi
immunoblotting (fig 7.8) seguono lo stesso andamento dell’attivita
enzimatica.

300 1h 2h 3h 6h 12h  24h 48h C

Figura 7.7: Espressione genica di NQOI dopo trattamento con SF in
colture di cardiomiociti. Le cellule sono state supplementate con SF 5 uM
per 30mi., 1, 2, 3, 6, 12, 24 e 48 ore. I livelli di mRNA sono stati valutati
tramite analisi RT-PCR come riportato nel capitolo Materiali e metodi.
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Figura 7.8: Espressione proteica (a) ed attivita (b) della NQOI dopo
trattamento con SF in colture di cardiomiociti. Le cellule sono state
supplementate con SF 5 uM per 6, 12, 24 e 48 ore. L attivita dell’enzima (b)
e stata valutata per via spettrofotometrica, e [’espressione proteica (a)
tramite analisi immunoblotting come riportato nel capitolo Materiali e
metodi. La figura (a) é un esempio rappresentativo di tre esperimenti
differenti, mentre i dati in figura (b) sono medie + DS di 5 esperimenti
differenti. L’analisi statistica e stata eseguita utilizzando [’analisi della
varianza ad una via (ANOVA) seguita dal test di Dunnett come post-test,
considerando significativi i valori inferiori a p=0.05(*); n.s. = non
significativo rispetto alle cellule controllo.
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7.1.5 Tioredoxina reduttasi

In figura 7.9 sono riportati i livelli di mRNA, ottenuti tramite
RT-PCR, della TR in colture di cardiomiociti trattate con SF 5 uM
per 30 min, 1 - 48 ore. Si pud notare un incremento dei livelli di
espressione del gene che codifica per la TR gia a partire da 2 ore di
trattamento.

In figura 7.10 sono riportate I’attivita, valutata con un saggio
spettrofotometrico, ed 1 livelli di espressione della TR, valutati
tramite analisi immunoblotting, in colture di cardiomiociti trattate
con SF 5 uM per 6 - 48 ore. A partire dalle 12 h di trattamento
I’attivita dell’enzima (fig 7.8b) ¢ risultata significativamente
aumentata rispetto a quella delle cellule controllo. I risultati
dell’analisi immunoblotting (fig 7.8a) confermano 1 dati
dell’attivita dell’enzima, anche se un lieve incremento
dell’espressione della proteina ¢ osservabile anche dopo 6 h di
trattamento con SF.

300 1h 2h 3h 6h 12h 24h 48h C

Figura 7.9: Espressione genica di TR dopo trattamento con SF in colture
di cardiomiociti. Le cellule sono state supplementate con SF 5 uM per
30min, 1, 2, 3, 6, 12, 24 e 48 ore. I livelli di mRNA sono stati valutati
tramite analisi RT-PCR come riportato nel capitolo Materiali e metodi.
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Figura 7.10: Espressione proteica (a) ed attivita (b) della TR dopo
trattamento con SF in colture di cardiomiociti. Le cellule sono state
supplementate con SF 5 uM per 6, 12, 24 e 48 ore. L attivita dell’enzima (b)
e stata valutata per via spettrofotometrica, e [’espressione proteica (a)
tramite analisi immunoblotting come riportato nel capitolo Materiali e
metodi. La figura (a) é un esempio rappresentativo di tre esperimenti
differenti, mentre i dati in figura (b) sono medie = DS di 5 esperimenti
differenti. L’analisi statistica e stata eseguita utilizzando [’analisi della
varianza ad una via (ANOVA) seguita dal test di Dunnett come post-test, (*)
p<0.05, (**) p<0.01, n.s. = non significativo rispetto alle cellule controllo.
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7.1.6 Attivita della superossido dismutasi

In figura 7.11 ¢ riportata 1’attivita della SOD in colture di
cardiomiociti trattate con SF 5 uM per 6 - 48 ore. Dall’analisi
statistica non ¢ emersa alcuna differenza significativa tra le cellule
trattate con SF per tempi diversi e le cellule controllo.
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Figura 7.11: Attivita della SOD dopo trattamento con SF in colture di
cardiomiociti. Le cellule sono state supplementate con SF 5 uM per 6, 12, 24
e 48 ore. L’attivita dell’enzima e stata valutata per via spettrofotometrica
come riportato nel capitolo Materiali e metodi. I dati riportati in figura sono
medie + DS di 5 esperimenti differenti. L’ analisi statistica é stata eseguita
utilizzando [’analisi della varianza ad una via (ANOVA) seguita dal test di
Dunnett come post-test, n.s. = non significativo rispetto alle cellule
controllo.
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7.1.7 Attivita della catalasi

In figura 7.12 ¢ riportata I’attivita della CAT in colture di
cardiomiociti supplementare con SF 5 uM per 6 - 48 ore. Dopo 24
e 48 h di trattamento con SF [attivita della SOD ¢ risultata
significamene superiore rispetto a quella misurata nelle cellule
controllo, mentre il trattamento per tempi piu brevi non ha avuto
alcuna influenza su questo parametro.
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Figura 7.12: Attivita della CAT dopo trattamento con SF in colture di
cardiomiociti. Le cellule sono state supplementate con SF 5 uM per 6, 12, 24
e 48 ore. L’attivita dell’enzima é stata valutata per via spettrofotometrica
come riportato nel capitolo Materiali e metodi. I dati riportati in figura sono
medie + DS di 5 esperimenti differenti. L’analisi statistica e stata eseguita
utilizzando [’analisi della varianza ad una via (ANOVA) seguita dal test di
Dunnett come post-test, n.s. = non significativo, *p<0.05, **p<0.01 rispetto
alle cellule controllo.
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7.1.8 Contenuto intracellulare di Glutatione ridotto (GSH)

In figura 7.13 sono riportati i livelli di GSH intracellulari,
misurati utilizzando la sonda fluorescente MCB, in colture di
cardiomiociti trattate con SF 5 uM per 6 - 48 ore.

In accordo con quanto emerso dall’analisi dei dati relativi
alle attivita degli enzimi legati al metabolismo del GSH, SF ¢ stato
in grado di incrementare 1 livelli di GSH intracellulare rispetto alle
cellule controllo dopo almeno 12 ore di trattamento.
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Figura 7.13: Livelli di GSH intracellulare dopo trattamento con SF in
colture di cardiomiociti. Le cellule sono state supplementate con SF 5 uM
per 6, 12, 24 e 48ore e i livelli di GSH sono stati valutati per via
spettrofluorimetrica come riportato nel capitolo Materiali e metodi. I dati
sono medie + DS di 5 esperimenti differenti. L’analisi statistica é stata
eseguita [’analisi della varianza (ANOVA) ad una via seguita dal test di
Dunnett come post-test; (**) p<0.01; n.s. = non significativo rispetto alle
cellule controllo.
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7.1.9 Produzione di ROS

Per verificare se all’incremento di attivita degli enzimi detossificanti
- antiossidanti di fase 2 corrisponda una miglior capacita della cellula di
rispondere allo stress ossidativo, ¢ stata valutata la formazione di ROS
tramite 1l saggio spettrofluorimetrico della DCHF-DA.

In figura 7.14 ¢ riportata la formazione di ROS in colture di
cardiomiociti trattate con SF 5 uM per 6 - 48 ore ed esposte a H,O, 100 uM
per 30 min. Le intensita di fluorescenza ottenute con cellule non trattate
con SF ed esposte a H,O, sono state poste uguali a 100 e gli altri valori
calcolati in percentuale rispetto a questi. Il trattamento con SF per 6 ore ha
mantenuto 1 livelli delle ROS a valori paragonabili a quelli osservati in
cellule non trattate, mentre ai tempi piu lunghi di esposizione, SF ¢ stato in
grado di ridurre significativamente 1 livelli delle ROS rispetto alle cellule
non trattate.

110+ n.s.
100+
904
804
704
60+
504
404
304
204
10+
0=

% of H,0O, treated cells

H,0,  6h 12h  24h  48h

SuM Sulforaphane

Figura 7.14: misura della produzione di ROS in colture di cardiomiociti
supplementate con SF. Le cellule sono state supplementate con SF 5 uM per
6, 12, 24 e 48 ore. Al termine di ciascun trattamento le cellule sono state
esposte ad H,O; 10 uM per 30 minuti e la produzione intracellulare di ROS é
stata valutata utilizzando DCFH-DA come riportato nel capitolo Materiali e
metodi. I dati sono medie =+ DS di 5 esperimenti differenti. L’analisi
statistica e stata eseguita utilizzando [’analisi della varianza ad una via
(ANOVA) seguita dal test di Dunnett come post-test; considerando
significativi i valori inferiori a p=0.05(%), (**)p<0.0l; n.s.=non
significativo rispetto alle cellule controllo.
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7.1.10Vitalita cellulare

In figura 7.15 ¢ riportata la wvitalita cellulare in colture di
cardiomiociti trattati con SF per 6 - 48 ore, e successivamente
esposti a H;O, 100 uM per 30 minuti. Nelle cellule non trattate con
SF I’esposizione a H,O, ha determinato una riduzione significativa
della vitalita cellulare di circa il 60 %. Il trattamento con SF per 12
e 24 ore ha incrementato in modo significativo la vitalita cellulare
rispetto alle cellule esposte ad H,O, mentre la vitalita ¢ rimasta
significativamente minore rispetto a quella misurata nelle cellule
controllo. Al contrario, il trattamento con SF per 48 ore ¢ stato in
grado di mantenere la vitalita cellulare a valori paragonabili a
quelli ottenuti in cellule controllo.
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Figura 7.15: Vitalita cellulare di cardiomiociti supplementati con SF in
presenza/assenza di H;O0;. Le cellule sono state supplementate con SF 5 uM
per 6, 12, 24 e 48 ore. Al termine di ciascun trattamento le cellule sono state
esposte ad H;O; 100 uM per 30 minuti e la vitalita cellulare valutata con il
test del MTT come riportato nel capitolo Materiali e metodi. I dati sono
medie = DS di 5 esperimenti differenti. L’analisi statistica e stata eseguita
I’analisi della varianza ad una via (ANOVA) seguita dal test di Bonferroni
come post-test, (**) p<0.01 rispetto alle cellule controllo, (§) p<0.01
rispetto alle cellule trattate con H;O;.
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7.2 Effetto del sulforafane sulle attivita degli enzimi
detossificanti/antiossidanti nel tessuto muscolare di ratti
sottoposti ad esercizio fisico acuto ad esaurimento.

Ulteriore obiettivo ¢ stato quello di valutare la capacita di una
somministrazione intraperitoneale di SF (25 mg/kg p.c.) di proteggere il
tessuto muscolare dallo stress ossidativo indotto, nel ratto, da un esercizio
fisico acuto ad esaurimento.

A tale scopo, come precedentemente riportato, sono state valutate
negli omogenati muscolari le attivita dei principali enzimi
detossificanti/antiossidanti.
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7.2.1 Glutatione S-Transferasi

In figura 7.16 ¢ riportata I’attivita della GST nei diversi
gruppi di animali trattati con SF 25 mg/kg p.c. e sottoposti ad una
sessione di esercizio acuto ad esaurimento, come descritto nel
capitolo Materiali e metodi.

Si pud notare come il solo gruppo S presenti una attivita
dell’enzima GST significativamente superiore rispetto agli altri

gruppi.
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Figura 7.16: Attivita della GST nei gruppi di animali sottoposti ad
esercizio (E), alla sola somministrazione di SF (S) e ad esercizio e
somministrazione di SF (ES). L’attivita dell’enzima ¢ stata valutata
attraverso un saggio spettrofotometrico come riportato nel capitolo
Materiali e metodi. I dati riportati in figura sono medie + DS di 8 ratti per
ciascun gruppo. L’analisi statistica e stata eseguita utilizzando [’analisi
della varianza ad una via (ANOVA) seguita dal test di Bonferroni come post-
test; le barre orizzontali indicano le coppie di gruppi che presentano
differenze significative, considerando significativi i valori inferiori a
p=0.05.
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7.2.2 Glutatione reduttasi

In figura 7.17 ¢ riportata 1’attivita della GR nei diversi
gruppi di animali trattati con SF 25 mg/kg p.c. e sottoposti ad una
sessione esercizio acuto ad esaurimento, come descritto nel
capitolo Materiali e metodi. Si puo notare come 1’attivita della GR
nei gruppi trattati con SF 25 mg/kg p.c. risulti significativamente
aumentata rispetto al gruppo sottoposto al solo esercizio.

muU/mg proteina
v

Figura 7.17: Attivita della GR nei gruppi di animali sottoposti ad esercizio
(E), alla sola somministrazione di SF (S) e ad esercizio e somministrazione
di SF (ES). L’attivita dell’enzima e stata valutata attraverso un saggio
spettrofotometrico come riportato nel capitolo Materiali e metodi. I dati
riportati in figura sono medie = DS di 8 ratti per ciascun gruppo. L’analisi
statistica e stata eseguita utilizzando [’analisi della varianza ad una via
(ANOVA) seguita dal test di Bonferroni come post-test; le barre orizzontali
indicano le coppie di gruppi che presentano differenze significative,
considerando significativi i valori inferiori a p=0.05.
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7.2.3 Glutatione perossidasi

In figura 7.18 ¢ riportata 1’attivita della GPx nei diversi
gruppi di animali trattati con SF 25 mg/kg p.c. e sottoposti ad una
sessione di esercizio acuto ad esaurimento, come descritto nel
capitolo Materiali e metodi. Si pud notare come per quanto
riguarda I’attivita della GPx non vi siano differenze significative
tra i diversi gruppi.
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Figura 7.18: Attivita della GPx nei gruppi di animali sottoposti ad
esercizio (E), alla sola somministrazione di SF (S) e ad esercizio e
somministrazione di SF (ES). L’attivita dell’enzima ¢ stata valutata
attraverso un saggio spettrofotometrico come riportato nel capitolo
Materiali e metodi. I dati riportati in figura sono medie + DS di § ratti per
ciascun gruppo. L’analisi statistica e stata eseguita utilizzando [’analisi
della varianza ad una via (ANOVA) seguita dal test di Bonferroni come post-
test; n.s. = non significativo.
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7.2.4 NADPH chinone ossidoreduttasi 1

In figura 7.19 ¢ riportata 1’attivita della NQOI1 nei diversi
gruppi di animali trattati con SF 25 mg/kg p.c. e sottoposti ad un
esercizio acuto ad esaurimento, come descritto nel capitolo
Materiali e metodi. Si pud notare come [’attivita della NQOI1
presenti numerose differenze tra 1 gruppi. I ratti del gruppo E,
sottoposti al solo esercizio fisico, presentano un’attivita
dell’enzima significativamente inferiore rispetto a tutti gli altri
gruppi compreso quello di controllo. I ratti del gruppo S, sottoposti
al solo trattamento con SF 25 mg/kg p. c. risultano presentare una
piu elevata attivita dell’enzima anche se non significativamente
superiore a quella del gruppo di controllo, mentre i ratti del gruppo
ES sottoposti sia all’esercizio fisico sia al trattamento con SF 25
mg/kg p.c. presentano un attivita intermedia tra quelli del gruppo E
e del gruppo S.
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Figura 7.19: Attivita della NQOI nei gruppi di animali sottoposti ad
esercizio (E), alla sola somministrazione di SF (S) e ad esercizio e
somministrazione di SF (ES). L’attivita dell’enzima e stata valutata
attraverso un saggio spettrofotometrico come riportato nel capitolo
Materiali e metodi. I dati riportati in figura sono medie = DS di 8 ratti per
ciascun gruppo. L’analisi statistica e stata eseguita utilizzando [’analisi
della varianza ad una via (ANOVA) seguita dal test di Bonferroni come post-
test; le barre orizzontali indicano le coppie di gruppi che presentano
differenze significative, considerando significativi i valori inferiori a
p=0.05.
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7.2.5 Tioredoxina reduttasi

In figura 7.20 ¢ riportata ’attivita della TR nei diversi gruppi
di animali trattati con SF 25 mg/kg p.c. e sottoposti ad un esercizio
acuto ad esaurimento, come descritto nel capitolo Materiali e
metodi. Si pud notare come [’attivita della TR non presenti
differenze significative tra i vari gruppi.
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Figura 7.18: Attivita della TR nei gruppi di animali sottoposti ad esercizio
(E), alla sola somministrazione di SF (S) e ad esercizio e somministrazione
di SF (ES). L’attivita dell’enzima e stata valutata attraverso un saggio
spettrofotometrico come riportato nel capitolo Materiali e metodi. 1 dati
riportati in figura sono medie + DS di 8 ratti per ciascun gruppo. L’analisi
statistica e stata eseguita utilizzando [’analisi della varianza ad una via
(ANOVA) seguita dal test di Bonferroni come post-test; n.s. = non
significativo.
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7.2.6 Superossido dismutasi

In figura 7.21 ¢ riportata [’attivita della SOD nei diversi
gruppi di animali trattati con SF 25 mg/kg p.c. e sottoposti ad un
esercizio acuto ad esaurimento, come descritto nel capitolo
Materiali e metodi. Si pud notare come 1 ratti dei gruppi sottoposti
ad esercizio, gruppi E ed ES, presentino un’attivita della SOD
significative inferiore rispetto agli altri gruppi.
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Figura 7.21: Attivita della SOD nei gruppi di animali sottoposti ad
esercizio (E), alla sola somministrazione di SF (S) e ad esercizio e
somministrazione di SF (ES). L’attivita dell’enzima ¢ stata valutata
attraverso un saggio spettrofotometrico come riportato nel capitolo
Materiali e metodi. I dati riportati in figura sono medie + DS di § ratti per
ciascun gruppo. L’analisi statistica e stata eseguita utilizzando [’analisi
della varianza ad una via (ANOVA) seguita dal test di Bonferroni come post-
test; le barre orizzontali indicano le coppie di gruppi che presentano
differenze significative, considerando significativi i valori inferiori a

p=0.05.
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7.2.7 Catalasi

In figura 7.22 ¢ riportata [’attivita della CAT nei diversi
gruppi di animali trattati con SF 25 mg/kg p.c. e sottoposti ad un
esercizio acuto ad esaurimento, come descritto nel capitolo
Materiali e metodi. Si pud notare come per quanto riguarda
I’attivita della CAT non vi siano differenze significative tra i
diversi gruppi.
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Figura 7.22: Attivita della CAT nei gruppi di animali sottoposti ad
esercizio (E), alla sola somministrazione di SF (S) e ad esercizio e
somministrazione di SF (ES). L’attivita dell’enzima ¢ stata valutata
attraverso un saggio spettrofotometrico come riportato nel capitolo
Materiali e metodi. I dati riportati in figura sono medie + DS di § ratti per
ciascun gruppo. L’analisi statistica e stata eseguita utilizzando [’analisi
della varianza ad una via (ANOVA) seguita dal test di Bonferroni come
post-test; n.s. = non significativo.
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7.2.8 Lattico deidrogenasi

Per verificare se il trattamento con SF possa proteggere 1
tessuti muscolari dai danneggiamenti che occorrono in seguito ad
esercizio fisico intenso sono stati valutati 1 livelli plasmatici di
LDH, come marker di danno tissutale.

In figura 7.23 sono riportati i livelli della LDH nei diversi
gruppi di animali trattati con SF 25 mg/kg p.c. e sottoposti ad un
esercizio acuto ad esaurimento. I risultati mostrano come 1 ratti dei
gruppt S ed ES, trattati con SF 25 mg/kg p.c., presentano
un’attivita plasmatica dell’enzima LDH significativamente
inferiore a quella dei ratti del gruppo E e psragonsbile a quella dei
ratti del gruppo controllo (C) che non hanno svolto alcun tipo di
esercizio fisico.
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Figura 7.23: Attivita plasmatica della LDH nei gruppi di animali sottoposti
ad esercizio (E), alla sola somministrazione di SF (S) e ad esercizio e
somministrazione di SF (ES). L’attivita dell’enzima e stata valutata
attraverso un saggio spettrofotometrico come riportato nel capitolo
Materiali e metodi. I dati riportati in figura sono medie + DS di 8 ratti per
ciascun gruppo. L’analisi statistica e stata eseguita utilizzando [’analisi
della varianza ad una via (ANOVA) seguita dal test di Bonferroni come post-
test; le barre orizzontali indicano le coppie di gruppi che presentano
differenze significative, considerando significativi i valori inferiori a p=0.05
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Capitolo 8 Discussione

Numerosi studi scientifici hanno evidenziato che lo stress ossidativo
riveste un ruolo di primaria importanza nello sviluppo di diverse patologie
tra cui: malattie cardiovascolari quali danno da ischemia e riperfusione,
ateroscleresi e cardiotossicita indotta da composti chimici (Kang, 2003,
Stoker et al., 2004, Molavi et al., 2004), patologie neurodegenerative quali
morbo di Parkinson e morbo di Alzheimer (Di Napoli et al, 2007;
Swerdlow 2007) e diverse tipologie di cancro (Fusco et al., 2007).

Da alcuni anni le Autorita sanitarie nazionali ed internazionali si
stanno impegnando nel promuovere tra la popolazione generale stili di vita
ed abitudini che possano contribuire a prevenire e ridurre 1’incidenza di
queste patologie, ci0 contribuirebbe a migliorare sia la qualita della vita sia,
probabilmente, a ridurre la spesa pubblica. Tra i principali interventi, in
Italia, possiamo ricordare la campagna “5 a day’promossa dalla WHO e
ripresa dal Ministero della Salute, volta a sottolineare 1’importanza di una
corretta alimentazione e favorire il consumo di prodotti ricchi di
micronutrienti antiossidanti, ed a richiamare la popolazione sull’importanza
di un’attivita fisica moderata in tutte le fasce di eta.

8.1 Effetto di SF sugli enzimi detossificanti/antiossidanti e
sua protezione nei confronti del danno indotto da stress
ossidativo nella cellula cardiaca

A livello del miocardio le ROS vengono generate nei miociti, nelle
cellule endoteliali e nei neutrofili. Potenziali fonti di ROS nei cardiomiociti
sono: la catena di trasporto mitocondriale degli elettroni, la NADPH
ossidasi e il sistema xantina ossidasi/deidrogenasi (Moon et al., 2003). Una
delle prove piu significative del coinvolgimento delle ROS nella patogenesi
delle malattie cardiovascolari ¢ la capacita di vari composti, non correlati
dal punto di vista strutturale, di fornire protezione verso tali patologie,
grazie alle loro proprieta antiossidanti (Griendling et al., 2003).

SF, un isotiocianato presente nei vegetali appartenenti alla famiglia
delle Crocifere, viene prodotto a seguito dell’idrolisi del glucosinolato
glucorafanina ad opera dell’enzima tioglucoside glucoidrolasi (Gamet-
Payrastre et al., 1998). Negli ultimi anni ¢ stata rivolta una notevole
attenzione a SF nel settore della ricerca nutrizionale. Molti studi hanno,
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infatti, evidenziato una correlazione inversa tra 1’assunzione di Crucifere ed
il rischio di alcune forme di cancro e questa associazione ¢ risultata
maggiore rispetto a quella tra il rischio di cancro e 1’assunzione di frutta e
verdura in generale. SF si ¢ dimostrato efficace nel bloccare 1’iniziazione e
la progressione della carcinogenesi indotta da diversi composti chimici in
modelli animali (Fahey et al., 1997). Questi effetti sono stati inizialmente
attribuiti alla modulazione del metabolismo delle sostanze cancerogene
dovuta ad un’induzione degli enzimi detossificanti di fase 2 e dei livelli di
glutatione (Gerhauser et al., 1997).

Poiché, ad oggi, non esistono studi sugli effetti di SF a livello del
muscolo cardiaco, il primo obiettivo della ricerca oggetto di questa tesi ¢
stato valutare sia I’effetto modulatorio di SF nei confronti degli enzimi di
fase 2 sia il potenziale effetto cardioprotettivo di SF nei confronti del danno
indotto da stress ossidativo.

Come modello sperimentale sono state utilizzate colture primarie di
cardiomiociti di ratti neonati. In particolare sono stati valutati gli effetti di
SF sull’espressione e sull’attivita dei principali enzimi detossificanti di fase
2 quali GST, GR, GPx, TR e NQOI, e sull’arrivita degli enzimi
antiossidanti, SOD e CAT, coinvolti nell’azione di scavenging del O,
Inoltre ¢ stato valutato 1l contenuto di GSH ridotto intracellulare, mentre
per verificare se l'incremento di attivita ed espressione degli enzimi
detossificanti/antiossidanti determinasse una maggiore resistenza della
cellula allo stress ossidativo, sono state valutate la produzione di ROS e la
vitalita cellulare.

I1 GSH e gli enzimi ad esso correlati ¢ uno dei piu importanti sistemi
antiossidanti endogeni non enzimatici (Meister et al., 1983). Si trova
ubiquitariamente in tutti 1 tipi di cellule in concentrazione millimolare e
viene sintetizzato enzimaticamente dalla glutammato-cisteina ligasi e dalla
glutatione sintetasi (Lu, 1998). Esiste nella cellula sia in forma ridotta
(GSH) sia in quella ossidata (GSSG). In condizioni redox fisiologiche
prevale GSH, mentre in presenza di stress ossidativo GSH diminuisce ed
aumenta GSSG. 1 risultati ottenuti in questo studio mostrano un
significativo incremento del contenuto di GSH intracellulare dopo
supplementazione con SF, indicando un chiaro ruolo di SF nel modulare lo
stato redox cellulare. 1 nostri dati mostrano un incremento dei livelli di
GSH a partire da 6 ore di trattamento mentre 1’attivita dell’enzima GR
risulta indotta solo a tempi di trattamento maggiori. Questo dato indica che
almeno parzialmente I’induzione dei livelli di GSH non ¢ dovuta
esclusivamente all’aumentata attivita dell’enzima GR, responsabile della
riconversione del GSSG a GSH, ma suggerisce il coinvolgimento di altri
meccanismi come probabilmente 1’induzione della glutammato-cisteina
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ligasi, enzima che catalizza la tappa limitante nella sintesi di GSH, come
peraltro indicato recentemente da McWalter et al. (2007). Questi Autori
hanno infatti dimostrato che 1’assunzione dietetica di semi di broccoli
determina un aumento dei livelli di glutammato-csteina ligasi in topi
nrf2+/+, mentre in topi nrf2-/- non si osserva alcuna variazione dei livelli di
questo enzima, dimostrando cosi che SF non solo agisce favorendo la
traslocazione di Nrf2 nel nucleo, ma anche che ¢ alla base dell’incremento
dei livelli di GSH intracellulari.

Il trattamento con SF, oltre a determinare un aumento della attivita
della GR, ha indotto anche I’espressione sia del gene che della proteina.
L’induzione del gene GR precede di alcune ore I’aumento dell’espressione
proteica che invece coincide esattamente con I’aumento dell’attivita. Questi
dati indicano quindi chiaramente che, a livello cardiaco, 1’azione di SF
porta ad un aumento dell’attivita dovuto all’incremento effettivo della
quantita di enzima, come peraltro indicato da studi condotti su altri modelli
cellulari che hanno individuato nella liberazione di Nrf2 il meccanismo
attraverso cui SF porta alla up regolazione dei principali meccanismi
detossificanti endogeni.

Analogamente a quanto descritto per la GR, anche Dattivita e
I’espressione della GST sono state intensamente influenzate dal
trattamento. GST ¢ una proteina comunemente considerata come un enzima
di fase 2, coinvolto prevalentemente nella detossificazione degli
xenobiotici elettrofili (Hayes et al, 1995; Strange et al., 2001).
Recentemente alcuni studi hanno individuato un coinvolgimento della GST
ossidativo (Xie et al., 2001). In questo studio i dati indicano che SF ha la
capacita di indurre 1’espressione dell’isoforma GSTA1 della GST il che
spiega ’aumento dell’attivita di questo enzima traslato nel tempo di alcune
ore rispetto all’aumento di mRNA e di proteina.

Nel nostro studio, D’attivita, 1 livelli di mRNA, e la quantita di
proteina della GPx non sono stati influenzati dal trattamento con SF a
nessuno dei tempi considerati. Questo risultato ¢ in accordo con quelli
pubblicati da Hu et al. (2007) che hanno recentemente osservato che la
GPx non ¢ significativamente influenzata dal trattamento per 24h con SF a
diverse concentrazioni. Anche altri Autori hanno raggiunto risultati
analoghi, Hintze et al. (2003) hanno dimostrato che 1’assunzione dietetica
di SF aumenta I’espressione epatica della TR ma non della GPx. Campbell
et al. (2007) hanno notato che SF ¢ in grado di up-regolare GPx-1 solo se il
terreno di  coltura contiene contemporaneamente selenito alla
concentrazione di 40nM. Il terreno di coltura da noi utilizzato non
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conteneva alcuna supplementazione di selenito e cio contribuisce a spiegare
perché nel nostro studio la GPx non sia stata influenzata dal trattamento.

Trx € una piccola proteina che agisce da importante regolatore dello
stato redox cellulare (Nakamura et al., 1997). La riduzione del sito attivo
della Trx ¢ catalizzata da TR utilizzando il NADPH come cofattore. Trx
agisce, quindi, come scavenger delle ROS a livello cellulare (4Ago et al.,
2006). Turoczi et al., (2003) hanno dimostrato che topi che sovraesprimono
la Trx a livello cardiaco presentano un miglior recupero ventricolare in
seguito ad ischemia ed una riduzione delle dimensioni dell’area infartuata
rispetto ai topi di controllo. E inoltre stato dimostrato che la
sovraespressione della Trx a livello cardiaco previene I’ipertrofia cardiaca
indotta dalla sovrastimolazione dei recettori adrenergici (Kster et al.,
2005), suggerendo un ruolo protettivo della Trx nell’insufficienza cardiaca.

I dati ottenuti nel nostro studio indicano un’iniziale induzione
dell’attivita dell’enzima TR a partire dalle 12 ore di trattamento, induzione
che risulta via via piu intensa con 1’aumentare del tempo di trattamento. In
accordo con 1 dati ottenuti per I’attivita della TR, anche 1 risultati relativi
all’espressione di tale enzima mostrano sia un incremento dei livelli di
mRNA sia un aumento della quantita di proteina indicando che I’aumento
di attivita ¢, anche in questo caso, dovuto ad un effettivo aumento di
enzima attivo nella cellula. L’importante azione di SF sui livelli e I’attivita
di questo enzima ha quindi la fondamentale funzione di mantenere elevati i
livelli intracellulari di Trx ridotta, contribuendo quindi al mantenimento del
potenziale redox cellulare.

Numerosi Autori hanno dimostrato che anche ’enzima NQOI1 ¢
fortemente indotto in seguito a trattamento con SF. Zhang et al. (2006)
hanno dimostrato che il trattamento con SF induce numerosi enzimi di fase
2, tra cui NQOI, a livello della vescica in un modello animale di ratto; un
risultato analogo ¢ stato ottenuto da Ritz et al. (2007) in un modello in vitro
di cellule epiteliali. NQOI ¢ wuna flavoproteina, prevalentemente
citoplasmatica, che attua la sua funzione detossificante agendo sui
composti chinonici che vengono ridotti grazie ad un meccanismo di
trasferimento di ioni i1druro per generare il corrispondente derivato
idrochinonico.

Nel nostro studio, analogamente a quanto descritto per gli enzimi
precedenti, anche nel caso della NQO1 abbiamo notato un significativo
incremento dell’attivita dell’enzima a partire dalle 12 ore di trattamento.
Anche in questo caso I’aumento della attivita dell’enzima ¢ accompagnato
da un parallelo incremento dei livelli di mRNA e proteina, indicando
quindi che SF, agendo a livello trascrizionale, porta all’aumento
dell’attivita della NQOI1.
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Alcuni recenti studi in vitro hanno dimostrato che il trattamento con
xenobiotici induce in cellule nrf2+/+ gli enzimi antiossidanti SOD e CAT,
mentre nelle stesse cellule nrf2 -/- lo stresso trattamento non induceva in
alcun modo I’attivita di questi enzimi, che rimaneva ai livelli basali,
indicando che anche I’espressione genica di questi due importanti enzimi
antiossidanti ¢, almeno in parte indotta da Nrf2 (Zhu et al., 2005, Kwak et
al., 2003). Sebbene in letteratura non siano presenti studi che abbiano
valutato la capacita di SF di indurre SOD e CAT nel tessuto cardiaco, i dati
ottenuti nel nostro studio mostrano che attivita della CAT ¢ fortemente
indotta a partire da 24 ore di trattamento. Come accennato
precedentemente, Zhu et al. (2005) hanno dimostrato che anche
I’espressione della CAT ¢ sotto il controllo di Nrf2. Essendo SF in grado di
indurre la liberazione di Nrf2 dal legame con Keapl (Hong et al., 2005)
appare chiaro come il trattamento con SF possa indurre 1’attivita della CAT
favorendo la traslocazione di Nrf2 al nucleo.

Al contrario lo stesso trattamento con SF non ¢ stato in grado di
stimolare significativamente [Dattivita della SOD, sebbene anche
I’espresione di questo enzima sia, almeno in parte, sotto il controllo di Nrf2
(Zhu et al., 2005). Tuttavia, seppure non significativo, 1’andamento dei
nostri dati sembra indicare un leggero incremento dell’attivita della SOD
dopo 24 e 48 ore di trattamento. Data la carenza in letteratura di dati
riguardo a questo argomento, 1 nostri studi futuri cercheranno di
individuare se un trattamento piu lungo possa indurre anche I’attivita della
SOD, cosi come 1 nostri dati sembrano suggerire, o se al contrario il
trattamento con SF non sia sufficiente a stimolare Dattivita di questo
importante enzima antiossidante.

I risultati appena discussi dimostrano che SF possiede la capacita di
up-regolare 1’espressione e aumentare I’attivita di numerosi enzimi
detossificanti/antiossidanti come GSH, GR, GST, NQOI, TR e CAT.
Questi enzimi rappresentano parte dell’insieme dei meccanismi di difesa
cellulare nei confronti sia dello stress ossidativo sia di numerosi
xenobiotici. Allo scopo di valutare se effettivamente 1’induzione di questi
enzimi da parte di SF sia in grado, o possa contribuire a difendere 1
cardiomiociti dallo stress ossidativo, abbiamo valutato la vitalita cellulare e
1 livelli di ROS in cellule stressate con H,O, in seguito a trattamento per 6
— 48 ore con SF.

I dati da noi ottenuti mostrano molto chiaramente che il
pretrattamento con SF ¢ in grado di proteggere i cardiomiociti dallo stress
citotossico indotto dalla H,O, e dall’accumulo intracellulare di ROS.

E interessante notare come SF conferisca una parziale protezione ai
cardiomiociti solo dopo 12 ore di trattamento, mentre a 48 ore tale
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protezione risulti essere totale, dimostrando che SF esercita un effetto
protettivo a lungo termine.

E noto che lo stress ossidativo e la citotossicita delle ROS sono tra i
responsabili dei danni cardiaci che si osservano in seguito a fenomeni di
ischemia e riperfusione, tanto che in seguito a questi fenomeni si osserva
un aumento dei livelli delle ROS nei cardiomiociti (Lefet et al., 2000;
Molavi et al., 2004). Nel nostro studio SF si ¢ dimostrato capace di ridurre,
a partire dalle 12 ore di trattamento, 1 livelli delle ROS nei cardiomiociti
trattati con H,O,.

Come descritto nel capitolo Materiali e metodi, le colture di
cardiomiociti utilizzate nella nostra ricerca sono state trattate con SF SuM,
concentrazione che puo essere paragonata a quella plasmatica che si
raggiunge in seguito all’assunzione dietetica di una porzione di broccoli
(Conaway et al., 2000, McNaughton et al., 2003).

I nostri dati supportano pienamente le politiche volte a promuovere
I’aumento di alimenti vegetali ricchi in antiossidanti e composti
nutraceutici. SF, infatti, si propone come molecola importantissima in
grado di esercitare cardioprotezione mei confronti del danno ossidativo a
concentrazioni che si possono raggiungere attraverso una normale
assunzione dietetica.

8.2 Effetto protettivo di SF nei confronti dello stress ossidativo
indotto da esercizio fisico acuto ad esaurimento

L’allenamento aerobico moderato mantiene il trofismo del tessuto
muscolare e di quello scheletrico, oltre che stimolare le difese antiossidanti
endogene dell’organismo (Ji ef al., 2002; Gomez-Cabrera et al., 2008). Al
contrario, 1’esercizio fisico rappresenta una grave fonte di stress ossidativo
quando viene condotto ad alta intensita e senza un adeguata preparazione.
In una review Vina et al. (Vina et al., 2000) hanno, infatti, descritto come
I’esercizio fisico ad esaurimento determini un significativo aumento dello
stress ossidativo a livello muscolare soprattutto attraverso 1’attivazione
dell’enzima xantina ossidasi. Alcuni studi hanno indagato la possibilita di
contrastare lo stress ossidativo che si genera durante un’attivitd acuta ad
esaurimento, attraverso il trattamento con antiossidanti diretti, ma i risultati
sono stati contrastanti e finora poco incoraggianti. Liu et al. (2000) hanno
studiato tale possibilita somministrando licopene a ratti successivamente
sottoposti ad esercizio fisico ad esaurimento; essi non hanno riscontrato
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differenze tra i ratti sottoposti ad esercizio con 0 senza trattamento con
licopene né a livello dell’attivita di enzimi proossidanti come la XO n¢ a
livello di biomarcatori di danno muscolare come le attivita plasmatiche di
creatina chinasi (CK) e LDH. Anche in un recente studio ¢ stato indagato
se la supplementazione con vitamine C ed E possa prevenire 1’insorgenza
di danni muscolari in atleti sottoposti ad ultramaratona; gli Autori hanno
notato che la supplementazione con vitamine C ed E non porta a nessuna
variazione dell’attivita plasmatica di CK e LDH rispetto agli atleti di
controllo, sebbene determini un effettivo aumento dei livelli plasmatici
delle vitamine stesse. Gli Autori hanno pertanto concluso che Ia
somministrazione di vitamine antiossidanti sembra non avere effetti sulla
prevenzione dei danni muscolari indotti dall’esercizio fiisico (Mastaloudis
etal., 2006).

Nello studio oggetto della seconda parte di questa tesi ¢ stata
indagata la possibilita di contrastare lo stress ossidativo, indotto
dall’esercizio fisico acuto ad esaurimento, modulando 1’attivita delle difese
antiossidanti endogene attraverso il trattamento, per via intraperitoneale,
con SF, un antiossidante indiretto, in ratti Wistar maschi. Oltre a
determinare 1’attivita dei principali enzimi detossificanti di fase 2 e dei
principali enzimi antiossidanti ¢ stata misurata 1’attivita plasmatica della
LDH, al fine di valutare se il trattamento con SF possa proteggere i tessuti
muscolari dalle lesioni che si verificano durante un esercizio fisico di
questo tipo. I risultati ottenuti mostrano come 1 ratti trattati con SF, quelli
appartenenti ai gruppi S ed ES, evidenzino un’attivita della LDH
significativamente inferiore rispetto ai ratti sottoposti al solo esercizio
fisico, 1 ratti del gruppo E. Questo dato appare particolarmente
incoraggiante, poiché dalla letteratura scientifica disponibile sembrano non
essere ancora state individuate molecole antiossidanti in grado di prevenire
o limitare 1 danni muscolari che si riscontrano, nei modelli sia animali sia
umani, in seguito ad esercizio fisico estenuante. Sebbene questo dato
necessiti di ulteriori conferme, si propone, quindi, come un potenziale
agente in grado di limitare le lesioni muscolari indotte dall’esercizio fisico
ad esaurimento.

Attualmente in letteratura non sono presenti studi che abbiano
indagato gli effetti di un trattamento con SF a livello dei tessuti muscolari
scheletrici; oggetto dello studio di questa tesi ¢ stata quindi la valutazione
degli effetti di un trattamento con SF a livello del tessuto muscolare di ratti
sottoposti ad esercizio fisico ad esaurimento. Per quanto riguarda i risultati
ottenuti a livello degli enzimi di fase 2 coinvolti nel ciclo redox del GSH si
nota che 1l trattamento con SF aumenta, a livello muscolare, 1’attivita della
GR e della GST rispetto ai ratti di controllo. Questo risultato, seppur non
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ancora descritto a livello muscolare, ¢ in accordo con altri studi che hanno
gia dimostrato sia in alcuni tessuti, sia in alcuni modelli cellulari,
I’induzione di questi enzimi da parte del SF (Hu et al., 2007; Zhang et al.,
2006; Munday et al., 2004, Jiang et al., 2003). Questo aumento di attivita,
osservato a riposo, si mantiene anche in seguito ad esercizio fisico ad
esaurimento solo per quanto riguarda la GR. I nostri dati non mostrano una
significativa variazione dell’attivitda né della GR né della GST nei ratti
sottoposti al solo esercizio fisico rispetto ai controlli, questo dato ¢ in
accordo con studi recentemente pubblicati (Antunes-Neto et al. 2006, Gul
et al., 2002). Antunes-Neto et al. hanno valutato, a livello eritrocitario, la
risposta dei principali enzimi antiossidanti allo stress indotto da esercizio
fisico ad esaurimento, dimostrando che 1’attivita della GR risulta indotta
solo a 3 ore dopo il termine dell’attivita fisica, mentre a tempi piu brevi
Iattivita rimane del tutto paragonabile a quella dei controlli.
Precedentemente Gul et al. (2002) avevano descritto che 1’attivita della
GST non viene influenzata dall’esercizio fisico. Come descritto nel
capitolo Materiali e metodi 1l protocollo di esercizio fisico prevedeva che i
ratti fossero sacrificati subito dopo il termine dell’esercizio fisico, cido ha
quindi impedito di evidenziare eventuali variazioni indotte dal solo
esercizio fisico. Nel caso della GPx, enzima Selenio dipendente, nessuna
delle condizioni sperimentali ha modificato I’attivita dell’enzima rispetto ai
controlli. In una recente pubblicazione Campbell et al. (2007) hanno messo
a confronto la capacita di SF e del Selenio di indurre gli enzimi coinvolti
nei cicli redox del GSH e della Trx in una linea di cellule endoteliali. In
accordo con quanto risulta anche dal nostro studio, essi non hanno notato
alcun effetto del trattamento con SF sull’espressione della GPx che
risultava invece indotta dal trattamento con Selenio. Analizzando gli effetti
del trattamento con SF sugli enzimi coinvolti nell’omeostasi del GSH
possiamo concludere che SF sembra contribuire a mantenere elevato il
potere riducente del tessuto muscolare stimolando 1’attivita della GR, una
flavoproteina che permette di ridurre GSSG a GSH attraverso 1’ossidazione
del NADPH a NADP’, reazione essenziale per la disponibilita di GSH in
Vivo.

La Trx ¢ una piccola proteina caratterizzata da un tiolo reattivo e
svolge importanti funzioni come regolatore redox (Holmgren, 1989). La
forma ridotta della Trx contiene un gruppo disolfuro con capacita
ossidoriduttive marcate, che agisce riducendo i disolfuri e ossidando le
cisteine presenti nelle proteine. A sua volta la Trx ossidata viene ridotta da
TR utilizzando NADPH come cofattore. Trx funziona come scavenger per
le ROS a livello cellulare, regola le interazioni proteine-acidi nucleici, puo
rappresentare un messaggero per l’induzione di numerosi segnali di

-132 -



trasduzione, modula alcune vie di trasduzione del segnale e alcune attivita
enzimatiche (Shioji et al., 2003; Yamawaki et al., 2003). Un solo studio ha
finora indagato gli effetti dell’esercizio acuto ad esaurimento sui livelli di
attivita della TR nei ratti (Hatao et al., 2006). Sebbene gli Autori abbiano
valutato D’attivita della TR a livello di omogenati polmonari, i loro dati
concordano con 1 risultati ottenuti nella ricerca oggetto di questa tesi e
indicano che 1’esercizio fisico non determina variazioni significative
dell’attivita di questo enzima. Il trattamento con SF, alle concentrazioni
utilizzate, non ha indotto variazioni dell’attivita della TR.

In questo studio si € osservato anche un incremento di attivita di
NQOL1 nel tessuto muscolare in seguito al trattamento con SF. La NQOI,
oltre ad essere in grado di attivare e disattivare composti esogeni, ha un
ruolo nel metabolismo di chinoni endogeni quali ’ubichinone e la vitamina
E. In questo contesto NQOI1 agisce come enzima antiossidante, grazie alla
sua capacita di mantenere 1 livelli cellulari di ubichinolo e di rigenerare
I’idrochinone della vitamina E, due potenti composti antiossidanti non
proteici (Ross et al., 2000). Molti studi hanno precedentemente riportato
che SF stimola I’attivita e I’espressione di NQO1 in numerosi tessuti e
modelli cellulari. I dati da noi ottenuti mostrano anche che questa
stimolazione si mantiene, almeno in parte, al termine di un esercizio fisico
acuto ad esaurimento, e che il trattamento con SF preserva Dlattivita di
NQOI1 dal decremento che si nota in seguito a questo tipo di stress nei ratti
non trattati.

SOD e CAT sono due importanti enzimi antiossidanti che agiscono
sinergicamente catalizzando la completa riduzione del radicale O,” ad
acqua e ossigeno passando per I’intermedio H,O,. Sulla base di evidenze
scientifiche ormai note da molti anni, il ruolo della reazione di
dismutazione catalizzata dalla SOD riveste grande importanza nel
mantenimento dell’equilibrio redox dell’organismo, soprattutto quando,
come nel caso di esercizio fisico ad esaurimento o nel caso di fenomeni di
ipossia e riosssigenazione, il responsabile della formazione delle ROS ¢
principalmente I’enzima XO (Pattwell et al., 2004; Li et al., 2002; Hellsten
et a, 1988). La XO ¢ un enzima coinvolto nel catabolismo delle basi
azotate, esso determina la conversione della xantina ad acido urico
generando O,” come prodotto secondario. L’intensa produzione di O,
causata dall’attivazione della XO durante I’esercizio fisico ad esaurimento,
suggerisce 1’importanza dell’azione di SOD e CAT nel proteggere
I’organismo dallo stress ossidativo. I dati ottenuti in questo studio indicano
che lDesercizio ad esaurimento induce una significativa riduzione
dell’attivita della SOD, e che il trattamento con SF non influenza I’attivita
di questo enzima antiossidante a livello muscolare; al contrario, nessuna
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delle condizioni sperimentali esaminate ha modificato Iattivita della CAT.
Sebbene in letteratura non siano presenti studi che abbiano analizzato gli
effetti del trattamento con SF sull’induzione di SOD e CAT a livello
muscolare, € stato recentemente notato che in alcuni modelli di cellule
epatiche e fibroblasti cardiaci anche SOD e CAT possono essere indotte
attraverso una via Nrf2 mediata in seguito al trattamento con xenobiotici
(Zhu et al., 2005; Kwak et al., 2003). La discrepanza tra i1 dati ottenuti nel
nostro studio e quelli presenti in letteratura richiede quindi ulteriori studi ed
approfondimenti; gli aspetti che probabilmente hanno contribuito a non
evidenziare variazioni significative a livello di questi due enzimi
antiossidanti sono da ricercare soprattutto nel diverso tipo di trattamento,
nella durata dello stesso e nella maggior complessita del modello animale
utilizzato rispetto a sistemi cellulari in vitro.

Gomez-Cabrera et al. (2007) hanno recentemente ribadito che le
ROS sono una delle principali cause di lesioni e danni muscolari durante
I’esercizio ad esaurimento; la capacita di SF di innalzare chiaramente
I’attivita della GR e della NQOT puo contribuire a spiegare il complessivo
effetto protettivo di SF, suggerito dalla riduzione del rilascio di LDH nel
plasma in seguito ad esercizio fisico ad esaurimento. Gli effetti protettivi
dell’esercizio moderato sui livelli di stress ossidativo hanno permesso ad
alcuni Autori di definire 1’esercizio moderato come un vero e proprio
antiossidante. Basandosi sul concetto di ormesi, questi Autori hanno anche
dimostrato che [I’utilizzo di molecole capaci di inibire gli enzimi
responsabili della formazione delle ROS o [lutilizzo di molecole
antiossidanti capaci di agire da scavenger diretti delle ROS, prevengono
I’induzione degli enzimi antiossidanti e detossificanti modulata
dall’esercizio fisico moderato (Gomez-Cabrera et al., 2007). 1 dati da noi
ottenuti, anche se su un modello di esercizio ad esaurimento, si inseriscono
in questo contesto suggerendo che il SF, agendo da antiossidante indiretto e
quindi inducendo [I’espressione di alcuni enzimi coinvolti nella
detossificazione dalle ROS, senza operare di per se un’azione di scavenger,
possa esercitare un effetto sinergico con 1’esercizio moderato nella
protezione dell’organismo dallo stress ossidativo. Questa ipotesi potra
essere il punto di partenza per ricerche future tese a determinare se
I’assunzione dietetica di SF possa agire in maniera sinergica con 1’esercizio
fisico moderato per stimolare le difese antiossidanti endogene
dell’organismo.
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8.3 Conclusioni

I dati descritti in questa tesi mostrano che SF ¢ un potente induttore
dei meccanismi cellulari di difesa, sia per quanto riguarda le capacita
detossificanti cellulari sia per quanto riguarda le capacita della cellula di
contrastare lo stress ossidativo. I nostri risultati permettono di raggiungere
questa conclusione in entrambi 1 modelli sprerimentali considerati.

A livello cardiaco SF si propone come nutraceutico d’elezione nella
prevenzione della cardiotossicita da danno ossidativo, evento che € spesso
posto in relazione alla mortalita che si verifica dopo 1’evento ischemico
stesso. Inoltre la nostra ricerca ha, per la prima volta, valutato la possibilita
che SF possa contribuire a prevenire lo stress ossidativo indotto
dall’esercizio fisico ad esaurimento nel tessuto muscolare scheletrico.

Il nostro studio si propone come studio pilota nell’investigazione
della relazione tra esercizio fisico e composti nutraceutici. SF, infatti,
agendo come antiossidante indiretto, e quindi capace di modulare i
meccanismi di difesa cellulare anche a livello muscolare, risulta essere un
promettente composto fitochimico capace di agire in modo sinergico con
gli adattamenti positivi indotti da un esercizio fisico moderato.

Le nostre ricerche future saranno rivolte ad indagare questi aspetti,
per determinare se anche I’assunzione di questo nutraceutico come
componente della dieta oltre che come composto puro possa conferire
protezione ai tessuti muscolari.
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