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1 

1 ALIMENTI FUNZIONALI 

1.1 DALLA ALIMENTAZIONE “ADEGUATA” ALLA 
ALIMENTAZIONE “FUNZIONALE” 

Per comprendere cosa siano e cosa rappresentino gli alimenti 
funzionali è necessario innanzitutto esaminare i cambiamenti che 
hanno segnato l’evoluzione della moderna scienza della nutrizione. Il 
ruolo della nutrizione è progredito dai concetti classici, consistenti 
nella prevenzione di patologie carenziali e nell’adeguatezza 
dell’alimentazione di base, alla promozione di uno stato di benessere e 
salute e di riduzione del rischio di malattia, passando così al concetto 
di alimentazione "positiva" od "ottimale".  
Nel corso del XX secolo la nutrizione ha individuato i nutrienti 
essenziali ed ha stabilito gli standard e le linee guida nutrizionali. Più 
di recente sono anche state fatte raccomandazioni rivolte ad evitare un 
consumo eccessivo di questi nutrienti, dopo aver riconosciuto il loro 
potenziale ruolo nell’eziologia di diverse malattie in particolare quelle 
cronico-degenerative. Come risultato di queste acquisizioni, uno dei 
contributi principali della nutrizione è stato la formulazione del 
concetto di dieta bilanciata, “una appropriata combinazione di 
alimenti che fornisca il fabbisogno minimo di nutrienti e altri 
componenti necessari per sostenere la crescita ed il mantenimento 
dell’organismo, per prevenire lo sviluppo di deficienze e per ridurre il 
rischio di malattie associate ad eccessi dannosi”(James, 1988).  
Il XXI secolo, invece, presenta nuove esigenze: da una parte la 
necessità del contenimento dei costi della spesa sanitaria legati 
all’aumento della vita media, alle mutazioni ambientali e dello stile di 
vita e ad un conseguente aumento delle patologie cronico 
degenerative, dall’altra la richiesta di un miglioramento della qualità 
della vita e dell’invecchiamento. 
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Negli ultimi decenni infatti, la richiesta dei consumatori nel campo 
della produzione alimentare è cambiata considerevolmente. I 
consumatori sono sempre più interessati ai potenziali benefici degli 
alimenti e sempre di più credono che il cibo possa contribuire 
direttamente alla loro salute (Mollet et al., 2002). 
Una recente indagine condotta nel Regno Unito, in Francia ed in 
Germania ha portato alla conclusione che i consumatori ritengono che 
la dieta sia addirittura più importante dell’esercizio fisico o dei fattori 
ereditari nel mantenere un buono stato di salute (Hardy, 2000). 
Le recenti acquisizioni in campo scientifico inoltre, supportano 
l’ipotesi che la dieta, oltre ad essere nutriente e gradevole, possa 
rappresentare una prima linea di difesa e modulare varie funzioni 
dell’organismo ed essere quindi considerata “funzionale”. 
In questo contesto, quindi, gli alimenti funzionali rappresentano il 
punto d’incontro tra ricerca scientifica, innovazione tecnologica e 
domanda di benessere. 
Il concetto di alimenti funzionali, tuttavia, non è totalmente nuovo. 
Nelle zone asiatiche, influenzate dalla cultura cinese, gli alimenti e i 
farmaci sono spesso stati considerati derivanti da un'unica fonte 
(Kojima, 1996). Nel vecchio libro della medicina cinese 
“Shinongbochokyung” venivano consigliati ad uso terapeutico ben 
365 tipi di differenti piante, animali e minerali. Questi venivano 
classificati in tre gruppi: “Classe alta” contenente medicamenti adatti 
alla cura delle patologie croniche, “Classe media” e “Classe bassa” 
comprendenti farmaci utilizzati per la cura delle malattie acute a causa 
della loro forte tossicità (Hue et al., 1997). I medicamenti appartenenti 
alla “Classe alta” includevano anche alimenti convenzionali come 
riso, grano, sesamo, zenzero e porri. Questo a conferma che la dieta di 
base veniva considerata una delle parti principali nella prevenzione e 
nel trattamento delle malattie croniche. Proprio partendo da questo 
concetto, molti alimenti convenzionali sono oggi considerati alimenti 
“salutari” in Corea, Giappone e Cina. 
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1.2 DEFINZIONE DI ALIMENTI FUNZIONALI 

Il termine “alimento funzionale”, così come il concetto stesso, sono 
stati proposti per la prima volta in Giappone nei primi anni ’80 
quando, con il supporto del Ministero dell’Educazione, Scienza e 
Cultura (MESC), i progetti nazionali “Systematic analysis and 
development of food functionalities (1984-1987) e “Analysis of body-
modulating functions of food (1988-1991) cominciarono ad essere 
sviluppati (Arai, 1996). 
Durante questi anni si iniziarono seriamente a comprendere i 
potenziali problemi che sarebbero potuti nascere con il rapido 
invecchiamento della popolazione e così si iniziò a prendere in 
considerazione l’idea di poter prevenire le malattie legate 
all’invecchiamento attraverso un corretto stile alimentare. Diversi 
studi che avevano preso in considerazione il ruolo degli alimenti nella 
prevenzione delle malattie avevano dimostrato che “ci sono una 
varietà di sostanze che derivano dagli alimenti con funzioni terziarie 
che si può supporre siano coinvolte nella prevenzione delle malattie 
modulando il sistema immunitario, endocrino, nervoso, circolatorio e 
digestivo”. Se l’apporto di nutrienti definisce la “funzione primaria” e 
la soddisfazione sensoriale, che indirizza le scelte dei consumatori, 
viene considerata la “funzione secondaria” degli alimenti, le valenza 
salutistica rappresenta la definizione di “funzione terziaria” che gli 
alimenti funzionali cercano di sviluppare. 
Nel 1988 Il Ministero giapponese della salute e del Welfare (MHW) 
organizzò un meeting sugli alimenti funzionali allo scopo di decidere 
come regolamentare questi alimenti (Hue et al., 1997). Nel report 
prodotto da questo incontro gli alimenti funzionali sono definiti come 
alimenti creati e processati in modo da esprimerne le funzioni 
relazionabili ai meccanismi di difesa dell’organismo e alla 
prevenzione e cura delle malattie (Anon, 1994). Devono inoltre essere 
soddisfatte le seguenti condizioni: 
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• essere formati da ingredienti o composizioni di ingredienti 
convenzionali ed essere consumati come vengono 
convenzionalmente consumati gli alimenti; 

• essere consumati come parte della dieta base; 
• essere etichettati come aventi funzioni di controllo dell’organismo. 
 
Va enfatizzato come questo ruolo di alimento incorpora funzioni che 
precedentemente erano attribuite solo ai farmaci, sebbene, come 
alimenti, debbano essere assunti nel contesto della dieta quotidiana. 
Nel 1991 il Ministero della Salute e del Welfare stabilì i criteri per 
l’identificazione e approvazione di una specifica categoria di alimenti, 
chiamata FOSHU (FOod for Specified Health Uses) e ne regolamentò 
anche l’etichettatura nutrizionale permettendo che fossero 
successivamente commercializzati con questo marchio. Questi 
alimenti rappresentano una delle quattro categorie di alimenti indicate 
come “alimenti per usi dietetici speciali” cioè alimenti che sono 
utilizzati per migliorare la salute, ognuno dei quali può “vantare” un 
claim specifico e dove l’etichettatura suggerisce che le persone che li 
assumono possono raggiungere il benefico effetto salutistico voluto 
(Anon, 1991).  
In aggiunta dovevano essere soddisfatti i seguenti requisiti: 
 
• l’alimento deve contribuire al miglioramento della dieta di 

ciascuno ed al mantenimento/rafforzamento della salute; 
• i benefici salutistici dell’alimento o dei suoi costituenti devono 

avere una chiara base medica e nutrizionale; 
• sulla base delle conoscenze mediche o nutrizionali, deve essere 

possibile poter definire un apporto giornaliero dell’alimento o dei 
suoi costituenti; 

• sulla base dell’esperienza, l’alimento o i suoi costituenti devono 
essere sicuri per l’alimentazione; 

• i costituenti dell’alimento devono essere ben definiti in termini di 
proprietà chimico-fisiche e determinazione analitica quali-
quantitativa; 
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• non devono esserci significative perdite di costituenti nutritivi 
dell’alimento rispetto a quelli contenuti in alimenti simili; 

• l’alimento deve appartenere ad una tipologia quotidianamente 
consumata nella dieta, piuttosto che assunto occasionalmente; 

• il prodotto deve essere in forma di alimento e non in altre forme 
come pillole o capsule; 

• l’alimento e i suoi costituenti non devono essere quelli utilizzati 
esclusivamente come farmaci. 

 
Non c’è dubbio che l’interesse giapponese per gli alimenti funzionali 
abbia aumentato la consapevolezza della necessità di questo tipo di 
prodotti anche in Europa e negli Stati Uniti. La ricerca scientifica 
applicata a questo specifico campo nutrizionale indicava prospettive 
molto promettenti rappresentando non solo un beneficio per la salute 
dei consumatori ma anche un valore aggiunto ai prodotti alimentari 
che poteva rappresentare un potenziale commerciale per le industrie. 
La cultura orientale ed occidentale, tuttavia, divergono 
considerevolmente riguardo la natura degli alimenti funzionali. In 
Giappone, per esempio, gli alimenti funzionali tradizionali sono 
considerati come una categoria separata di alimenti, il che significa 
che, dopo l’approvazione, il simbolo FOSHU può essere esposto 
sull’etichetta. Per questi prodotti, spesso indicati come alimenti 
funzionali di prima generazione, la “funzionalità” è di primaria 
importanza rispetto al gusto. In Europa e USA invece, parlare di 
alimento funzionale significa aggiungere funzionalità ad un prodotto 
tradizionale già esistente (spesso un prodotto di largo consumo) e 
questo tipo di prodotto non costituisce una categoria separata di 
alimenti. 

1.3 ALIMENTI FUNZIONALI: EUROPEAN CONSENSUS 
DOCUMENT 

Dopo la sua nascita in Giappone, si è assistito ad una evoluzione del 
concetto di “alimento funzionale” a livello internazionale tanto che 
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oggi tale concetto varia a livello di singolo Paese. Ciò rispecchia le 
differenze di tipo culturale, di approccio alla scienza della nutrizione e 
la diversa situazione dei mercati.  
Nel 1995 l’International Life Sciences Institute (ILSI) organizzò la 
prima Conferenza Internazionale “East-West Perspectives on 
Functional Foods“. Nell’incontro, gli alimenti funzionali furono 
definiti come alimenti che migliorano o influenzano le funzioni 
dell’organismo al di là ed oltre i loro valori nutrizionali comuni (Anon, 
1996). Questa può essere considerata la prima definizione concordata 
a livello internazionale. La conferenza stabilì inoltre che: 
 
• gli alimenti funzionali dovrebbero essere distinti dalle vitamine, i 

minerali ed altri integratori dietetici; 
• questi alimenti non dovrebbero essere inclusi in indicazioni 

mediche; 
• gli effetti funzionali degli alimenti devono essere scientificamente 

provati per mezzo di studi “in vitro” ed “in vivo”. 
 
L’approccio adottato in questo meeting fu ampiamente in accordo con 
quello adottato in Giappone.  
E’ in questo contesto generale che nel 1996, sotto il coordinamento 
dell’ILSI Europe, l’Unione Europea ha realizzato una Azione 
Concertata della Commissione Europea sulla Functional Food Science 
in Europa (FUFOSE) allo scopo di stabilire e sviluppare un approccio 
scientificamente fondato sulle evidenze richieste a sostegno dello 
sviluppo di prodotti alimentari che si possono definire Alimenti 
Funzionali. 
Il documento finale è stato pubblicato sul British Journal of Nutrition 
nel 1999 (Diplock et al., 1999) 
Dal momento che gli alimenti funzionali rappresentano un concetto 
più che una specifica e definita categoria di alimenti, questo consensus 
document propone una definizione di lavoro: 
“un alimento può essere considerato funzionale se viene dimostrato in 
modo soddisfacente che sia in grado di influenzare in modo benefico 
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una o più funzioni target dell’organismo, al di là del suo puro valore 
nutrizionale, in un modo che sia rilevante sia per il miglioramento 
dello stato di salute e di benessere e/o per la riduzione del rischio di 
malattia. Un alimento funzionale rimane un alimento e deve 
dimostrare il suo effetto in quantità che sono normalmente consumate 
nell’ambito di una dieta normale: non è una pillola o una capsula, ma 
parte di un normale regime alimentare” (Diplock et al., 1999). 
I principali aspetti di questa definizione sono: 
 
• la natura degli alimenti funzionali - non pillole, capsule o nessuna 

forma di integratori, ma alimenti convenzionali 
• la dimostrazione scientifica degli effetti e quindi fondatezza 

scientifica della valenza salutistica che rivendicano 
• l’effetto benefico su una funzione corporea, oltre all’effetto 

nutrizionale, rilevante per un miglioramento dello stato di salute e 
benessere inclusa la performance fisica e psicologica e la riduzione 
del rischio (non prevenzione) di malattia  

• il consumo come parte di un normale regime alimentare 
 
Da un punto di vista pratico un alimento funzionale può essere sia un 
alimento naturale sia essere reso funzionale mediante l’applicazione di 
mezzi tecnologici o biotecnologici per aumentare la concentrazione, 
aggiungere, rimuovere o modificare un componente particolare o 
aumentarne la biodisponibilità, provato che questo componente abbia 
un effetto funzionale, come descritto nella definizione. 
Per attribuire specifiche proprietà salutistiche e/o fisiologiche ad 
alimenti o a loro componenti è necessario seguire un iter scientifico 
rigoroso. La strategia proposta da Roberfroid si basa su 3 livelli 
sequenziali (Roberfroid, 1996): 
 
primo livello: ricerca di base e sperimentazione; identificazione e 
comprensione dei meccanismi di interazione tra alimento (o 
componente) e modulazione dell’espressione genica e di funzioni 
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biochimiche cellulari, al fine di dimostrare i potenziali effetti 
fisiologici 
secondo livello: sviluppo di modelli e metodologie (ad esempio 
biomarker) per dimostrare attraverso studi di nutrizione umana questi 
effetti e le loro conseguenze, così da poter giustificare specifici 
functional or physiological claims 
terzo livello: disegno di adeguati (e sufficientemente ampi) studi di 
nutrizione umana per dimostrare, al di là degli effetti funzionali, un 
beneficio sulla salute, compresa la prevenzione di malattie, così da 
autorizzare l’uso di health claims 

1.4 HEALTH CLAIMS 

Qualsiasi sia la definizione applicata “gli alimenti funzionali” 
rappresentano un concetto unico e meriterebbero di essere una 
categoria separata di alimenti, differente da nutraceutici, farmafood, 
medifood, designer food o vitafood, e separata anche dagli integratori 
dietetici. Da un punto di vista legislativo dunque, gli alimenti 
funzionali sono regolamentati in accordo con le “General Food Law 
Regulation”, ufficialmente indicate nel Regolamento EC No. 
178/2002 del Parlamento Europeo, il cui scopo è quello di fornire le 
basi per assicurare un elevato livello di protezione della salute umana 
e degli interessi dei consumatori garantendo elevati standard di 
composizione, sicurezza, etichettatura, claims, etc.  
L’aspetto maggiormente dibattuto attualmente è quello relativo agli 
health claims. Gli health claims rappresentano la ovvia conclusione 
delle fasi di ricerca e sviluppo in campo nutrizionale riguardo agli 
alimenti funzionali e si fondano sui risultati di queste attività 
scientifiche per poi essere successivamente tradotti in messaggi rivolti 
ai consumatori. Qualsiasi quadro normativo deve quindi tutelare i 
consumatori da affermazioni false e fuorvianti e soddisfare le esigenze 
di innovazione del settore nelle fasi di sviluppo, marketing e 
promozione del prodotto. Affinché i potenziali benefici per la salute 
degli alimenti funzionali si concretizzino, occorre una chiara 
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comprensione da parte dei consumatori e un elevato livello di fiducia 
nei criteri scientifici adottati per documentare gli effetti e le proprietà 
salutari.  
Nell’ultimo decennio, partendo dalla Svezia, sono state adottate 
diverse iniziative volte a facilitare l’utilizzo degli health claims, quali 
l’adozione di linee guida e codici di comportamento negli Stati 
membri dell’UE, tra cui la Svezia, l’Olanda e il Regno Unito, 
quest’ultimo con la “Joint Health Claims Initiative” (JHCI). Nella 
maggior parte di questi Paesi, esperti del settore, autorità disciplinari, 
gruppi di consumatori e scienziati hanno collaborato per definire le 
norme di validazione scientifica, comunicazione e presentazione degli 
health claims. Negli USA, il Nutrition Labelling and Education Act 
(NLEA), stabilito nel 1994, ha ammesso su alcuni alimenti i claim 
relativi alla "riduzione del rischio di malattia". Tali claim sono 
autorizzati dall’americana Food and Drug Administration (FDA) sulla 
base della "totalità delle evidenze scientifiche pubbliche e qualora vi 
sia ampio consenso scientifico tra esperti qualificati sul fatto che i 
claims siano avvalorati da tali prove". Anche se le aziende possono 
utilizzare la comunicazione delle proprietà salutari per 
commercializzare i loro prodotti, l’intenzione dichiarata della FDA è 
far sì che gli health claims favoriscano il consumatore, fornendo 
informazioni su modelli alimentari sani che possano contribuire a 
ridurre il rischio di patologie come le malattie cardiache e il cancro. 
La FDA ha annunciato che gli health claims possono anche basarsi su 
dichiarazioni approvate da un Organismo Scientifico Federale, come i 
“National Institutes of Health” e i “Centres for Disease Control and 
Prevention”, nonché la “National Academy of Sciences”  
Il Codex Alimentarius, un programma nato dalla collaborazione tra 
l’Organizzazione per il Cibo e l’Agricoltura delle Nazioni Unite 
(FAO) e l’Organizzazione Mondiale della Sanità (OMS), è una 
raccolta di norme volta a definire una disciplina uniforme, nei diversi 
stati, sulla produzione ed il commercio dei prodotti alimentari, al fine 
di facilitare gli scambi internazionali, e garantire ai consumatori un 
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prodotto di standard elevato, sano e igienico, non adulterato oltre che 
correttamente presentato ed etichettato. 
In assenza di una legislazione armonica sugli health claims, l’obiettivo 
dell’azione concertata della UE è stato quello di suggerire uno schema 
per correlare due tipi di health claims di grande rilevanza per gli 
alimenti funzionali,“enhanced function” claims e “reduced risk of 
disease” claims a prove scientifiche solide e sostenerne così lo 
sviluppo (Bellisle et al., 1998; Diplock et al., 1999; Roberfroid, 2002). 
Esistono due pricipali categorie di claim: 
Nutrition claim: “Qualunque indicazione che affermi, suggerisca o 
sottintenda che un alimento ha particolari proprietà nutrizionali 
benefiche (energia, sostanze nutritive…)”, relative, cioè, a ciò che il 
prodotto contiene. 
Health claim: “Qualunque indicazione che affermi, suggerisca o 
sottintenda l’esistenza di un rapporto tra una categoria di alimenti, un 
alimento o uno dei suoi componenti e la salute” intesa anche come 
benessere e/o performance e che sono quindi relativi a come 
l’alimento o un suo componente agisce. 
A quest’ultima categoria appartengono i claim riguardanti il 
“miglioramento di una funzione biologica” (Enhanced-function 
claims o tipo A) che si riferisce alle conseguenze positive 
dell’interazione tra un componente alimentare e una specifica 
funzione nell’organismo, senza diretto riferimento alla riduzione del 
rischio di malattia (un esempio è rappresentato dalla prevenzione dello 
stress ossidativo da parte di componenti antiossidanti) e la “riduzione 
del rischio di malattia” (Disease risk reduction claims o di tipo B) che 
si riferisce alla riduzione del rischio di malattia mediante il consumo 
di uno specifico o alla miscela di specifici componenti o ingredienti. 
Esempi di questo tipo di claim sono la riduzione del rischio di malattie 
cardiovascolari e cancro. 
L’aspetto principale della comunicazione dei possibili benefici sulla 
salute riguarda il fatto che la valenza salutistica deve essere 
scientificamente sostanziata ovvero avere una completa evidenza 
scientifica il che significa che deve essere un dato oggettivo, ripetibile, 
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in grado di soddisfare gli standard ritenuti validi di significatività 
statistica e biologica e plausibile in termini di relazione tra intervento 
e risultato. La dimostrazione di un effetto che giustifichi un claim per 
la popolazione rimane un compito molto difficile e può richiedere 
studi nutrizionali a lungo termine con protocolli e criteri di 
valutazione che non necessariamente sono quelli attualmente in uso 
negli studi clinici per lo sviluppo di farmaci e comunque basato su 
ipotesi supportate da dati sul meccanismo d’azione responsabile 
dell’effetto che ci si attende. 
Per implementare le conclusioni ed i principi del progetto FUFOSE è 
stato condotto dal 2001 al 2005 un secondo programma di azione 
concertata dell’Unione Europea, il progetto Process for the 
Assessment of Scientific Support for claims on food (PASSCLAIM), 
che si è professato l’obiettivo di risolvere il problema relativo alla 
validazione e conferma scientifica dei claims mediante 
l’individuazione di criteri comuni. 

In Europa è attualmente in vigore il Regolamento (EC) No. 
1924/2006. 
In base all’attuale quadro normativo, vi è un uso restrittivo degli 
health claim (EC 2006). A livello di packaging e marketing devono 
essere comunicati messaggi che evitino qualsiasi riferimento alla 
riduzione del rischio di malattia, anche qualora tali affermazioni siano 
avvalorate da prove scientifiche. La legislazione europea in materia di 
etichettatura vieta di attribuire a qualsiasi alimento la proprietà di 
prevenire, trattare o curare una malattia dell’uomo o di fare 
riferimento a tali proprietà, Allo stesso tempo, vi è ampio consenso sul 
fatto che gli health claims debbano essere correttamente formulati e 
non ingannevoli, per tutelare il consumatore, non devono mettere in 
secondo piano l’importanza di una dieta varia ed equilibrata e di uno 
stile di vita sano, promuovere il commercio e favorire la ricerca 
accademica e l’innovazione nell’industria alimentare.  
 
 
 



Alimenti funzionali 

12 

 



 

13 

2 I GLUCOSINOLATI E IL SULFORAFANE 

2.1 UN ESEMPIO DI COMPONENTE FUNZIONALE: I 
GLUCOSINOLATI 

Numerosi studi epidemiologici indicano che il consumo di frutta e 
verdura è associato con un ridotto rischio di malattie cronico-
degenerative (Block et al., 1992). In particolare, è stata evidenziata 
una correlazione inversa tra l'assunzione di Crucifereae ed il rischio di 
molte forme di cancro e questa associazione è risultata essere più 
stringente rispetto a quella tra il rischio di cancro e l'assunzione di 
frutta e verdura in generale (van Poppel et al., 1999). Dal momento 
che le Crucifereae, in particolare i vegetali appartenenti al genere 
Brassica, sono caratterizzate in modo peculiare dal contenuto in 
glucosinolati (GLS), di cui rappresentano la principale fonte di 
assunzione della dieta umana, questi phytochemicals potrebbero 
essere responsabili degli effetti di promozione della salute (Zhang, 
2004). 
I glucosinolati (GLS) costituiscono un importante gruppo di 
fitocomponenti presenti in elevate quantità nei vegetali della famiglia 
delle Brassicaceae o Crucifereae come broccoli, tutti i tipi di cavolo, 
cavolfiori e cavolini di Bruxelles. Nelle piante, i GLS, ed i loro 
prodotti di degradazione, hanno proprietà 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 i GLS sono composti relativamente 
inattivi (Steinmetz et al., 1991; van Poppel et al., 1999). In seguito al 
danneggiamento della cellula vegetale vengono a contatto con 
l’enzima mirosinasi, prodotto dalla stessa pianta, ma segregato in un 
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compartimento distinto rispetto al suo substrato con formazione di 
diversi prodotti di idrolisi. Tra questi, gli isotiocianati (ITC), sono 
quelli che hanno maggiormente attirato l’attenzione dei ricercatori, a 
causa delle loro interessanti proprietà biologiche. Alla loro attività 
sono da ricondurre molti degli effetti fisiologici attribuiti alle 
Brassicaceae in diversi tipi di studi, inclusi studi in vitro, animali, 
umani ed epidemiologici. In particolare, il sulforafane (SF) (1-
isotiocianato-(4R)-(metilsulfinil)butano), un ITC prodotto a seguito 
dell’idrolisi del corrispondente glucosinolato glucorafanina, è stato 
ampiamente studiato per le sue proprietà chemiopreventive e 
antinfiammatorie. 

2.2 STRUTTURA CHIMICA E PROPRIETÀ  

La struttura base dei GLS è costituita da un β-D-tioglucosio, 
un’ossima sulfonata ed una catena laterale variabile derivata da 
metionina, triptofano, fenilalanina o vari amminoacidi ramificati 
(figura 2.1). La catena laterale ed il gruppo solfato possono presentare 
due diverse configurazioni stereochimiche attorno al doppio legame 
C=N. La struttura della catena laterale è molto variabile e può 
presentare gruppi alifatici (alchili, alchenili, idrossialchenili, ω-
metiltioalchili, ω-sulfinili e ω-sulfonilalchili), aromatici (benzili e 
benzili sostituiti) o eterocicli (indolo) e sono proprio tali gruppi a 
determinare le proprietà chimico-fisiche e specificità biologiche degli 
ITC derivanti dall’idrolisi dei GLS. 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 2.1: Struttura base dei glucosinolati 
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La presenza del gruppo solfato conferisce alla molecola intatta 
caratteristiche fortemente acide. Perciò non sono volatili e si 
presentano come sali, che hanno normalmente come controione il 
potassio, quindi hanno caratteristiche idrofile. I GLS, così come si 
trovano in natura, sono biologicamente inattivi; per avere un effetto 
biologico devono prima subire un’idrolisi.  

2.3 IDROLISI 

Come già affermato, i GLS sono chimicamente e termicamente stabili, 
quindi l’idrolisi è prevalentemente di tipo enzimatico. La mirosinasi 
(EC 3.2.3.1) è una β-tioglucosidasi che viene rilasciata quando i 
tessuti vegetali vengono danneggiati, come, per esempio, durante la 
raccolta e il trasporto delle piante, la processazione o preparazione, 
oppure in seguito alla masticazione. L’enzima causa l’idrolisi del 
legame tioglucosidico producendo glucosio ed un aglicone instabile, il 
tioidrossiammato-O-sulfonato, 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 Fe2+ e specifiche 
proteine) e dalla catena laterale dei GLS da cui originano (figura 
2.2a). L’enzima, analizzato ai raggi X, presenta una struttura dimerica 
legata da un atomo di zinco, e una caratteristica forma cosiddetta “a 
barile”(figura 2.2c). Una peculiarità della mirosinasi presente nelle 
piante è la sua attivazione ad opera dell’acido ascorbico, questo, 
infatti, agisce da base catalitica, con un effetto allosterico sull’attività 
dell’enzima (Burmeister et al., 2000).  
A pH 6-7 i prodotti più comuni sono gli isotiocianati (ITC), che si 
formano dai glucosinolati per azione della mirosinasi e successivo 
riarrangiamento di Lossen (figura 2.2b) (Bones et al., 2006). La 
cinetica dell’enzima differisce da specie a specie e più 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. Ciò risulta molto importante in quanto 
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con la cottura dei cibi, la mirosinasi presente nei tessuti vegetali viene 
inattivata e i GLS ingeriti intatti vengono convertiti a ITC dalle 
mirosinasi presenti nella microflora intestinale. Nel complesso 
comunque l’assorbimento e l’escrezione risultano sostanzialmente 
inferiori nei vegetali cotti rispetto a quelle crudi (Conaway et al., 
2000). 

2.4 LIBERAZIONE, ASSORBIMENTO, DISTRIBUZIONE, 
METABOLISMO ED ESCREZIONE DEI 
GLUCOSINOLATI E DEI LORO PRODOTTI DI 
IDROLISI 

Per descrivere la concentrazione di un determinato composto al suo 
sito d’azione, è stato definito dalla Food and Drug Administration 
(FDA) il termine biodisponibilità come la “quantità ed estensione alle 
quali un farmaco viene assorbito e raggiunge il suo sito d’azione”. Un 
concetto di questo genere è fisicamente ed eticamente impossibile da 
determinare nell’uomo, quindi il termine “biodisponibilità assoluta” è 
spesso usato per descrivere l’esatta quantità di un composto che 
raggiunge la circolazione sistemica ed è calcolata come il rapporto tra 
l’area sottesa dalla curva (AUC) dopo ingestione orale e quella 
ottenuta in seguito a somministrazione intravenosa. 
Prima che un determinato composto raggiunga una certa 
biodisponibilità all’interno dell’organismo, è soggetto a numerosi 
processi: (1) liberazione, rilascio e dissoluzione del composto affinché 
diventi disponibile per l’assorbimento (bioaccessibilità); (2) 
assorbimento, il movimento di un composto dal sito di assorbimento 
alla circolazione ematica; (3) distribuzione, il processo per il quale un 
composto diffonde o è trasferito dallo spazio intravascolare allo spazio 
extravascolare; (4) metabolismo, la conversione biochimica, o 
trasformazione di un composto in forme più facilmente eliminabili; e 
(5) escrezione, l’eliminazione dall’organismo del composto o dei suoi 
metaboliti/coniugati per via renale, biliare o polmonare. 
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Figura 2.2: a) Schema dei vari prodotti di idrolisi derivanti dall’azione 
della mirosinasi sui glucosinolati (Holst et al., 2004); 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). 
 

 

b c 

a 



I Glucosinolati e il Sulforafane 

18 

2.4.1 Liberazione e assorbimento 

Per liberazione si intende il rilascio del composto dalla matrice 
alimentare e la sua dissoluzione nei fluidi biologici. Questa fase è 
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  
• idrolisi dovuta a danneggiamento dei tessuti vegetali durante 

lavorazioni e immagazzinamento 
• caratteristiche chimico-fisiche dei GLS e corrispondenti ITC e loro 

stabilità  
• livello di rottura dei tessuti durante la masticazione 
• efficienza digestiva e dei processi intestinali 
• azione della microflora intestinale 

 
Oltre alla concentrazione di GLS e ai trattamenti subiti dai cibi, anche 
la matrice vegetale influisce sulla liberazione e l’assorbimento 
(Conaway et al., 2000).  
La dissoluzione di un composto e il suo assorbimento sono 
determinati dalla sua solubilità 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. E’stato suggerito 
che l’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 può predire una pKa di circa 1.9. Con 
tale pKa la diffusione passiva può avvenire solamente a livello dello 
stomaco, ma questo, avendo solo una piccola superficie disponibile, 
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non costituisce il maggior sito di assorbimento. I GLS sono composti 
ionizzati e idrofili, motivo per cui non permeano facilmente la 
membrana cellulare. È stato quindi predetto che 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; è 
stato invece riscontrato un passaggio per trasporto facilitato. In 
contrasto con questo risultato ottenuto da studi su un modello animale, 
Shapiro et al., non hanno riscontrato la presenza di GLS intatti nelle 
urine di soggetti che avevano consumato quantità sostanziali di GLS 
(Shapiro et al., 1998). Dal momento che il campione considerato è 
estremamente ristretto e la fonte di glucosinolati utilizzata è costituita 
da un solo tipo di alimento, questi risultati non possono essere 
considerati conclusivi. Ulteriori studi, in particolare sull’uomo, 
saranno necessari per chiarire il possibile assorbimento di GLS intatti, 
il meccanismo coinvolto e le possibili limitazioni di un modello 
animale. 
La disponibilità tessutale di ITC è circa sei volte maggiore di quella 
dei GLS di partenza (Shapiro et al., 2001). La maggior parte dei 
prodotti di idrolisi dei GLS non ha gruppi acidi o basici e così, per 
esempio, si può predire che il log P sia indipendente dal pH e abbia un 
valore compreso tra 0.2 e 4.4. Sono inoltre composti molto più lipofili 
e hanno un peso molecolare relativamente basso per cui il loro 
assorbimento può avvenire, almeno in parte, per diffusione passiva.  
Il 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 in situ sul 
digiuno umano, nel quale l’effettiva permeabilità intestinale del SF 
viene stimata pari a 18.7 ± 12.6 x 10-4 cm/s e la percentuale di 
assorbimento pari a 74 ± 29% (Petri et al., 2003). 
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Figura 2.3: meccanismo ipotizzato per l’uptake cellulare ed il 
metabolismo di primo passaggio del sulforafane (Holst et al., 2004). 
 
Uno studio sulla biodisponibilità assoluta e farmacocinetica del SF nel 
ratto (Hanlon et al., 2008) ha evidenziato il raggiungimento della Cmax 
plasmatica dopo 1 h dalla somministrazione di un range di dosi da 0.5 
a 5mg/kg, rappresentative di una assunzione dietetica di SF ed una 
biodisponibilità pari all’80% alla dose più bassa testata (0.5mg/kg). 
Lo studio ha anche evidenziato che le concentrazioni plasmatiche e la 
biodisponibilità erano inversamente proporzionale alla dose, 
sollevando la possibilità che SF possa essere assorbito, almeno in 
parte, con un meccanismo di trasporto carrier mediato, che a dosi 
elevate risulta essere saturato. Queste osservazioni suggeriscono che 
l’assunzione di SF attraverso integratori potrebbe non essere efficace 
come si pensa per raggiungere elevate concentrazioni plasmatiche. 
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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, l’uptake iniziale 
aumenta linearmente con l’aumento di una specifica glutatione-S-
transferasi, e non sembra essere influenzato dalla lipofilia degli ITC 
(Zhang, 2001). 
Gli ITC accumulati a livello intracellulare come GSH-coniugati sono 
rapidamente escreti ed in questo meccanismo risultano coinvolte una 
proteina associata alla resistenza ai farmaci, la multidrug resistance 
associated protein-1 (MRP-1) e la glicoproteina P (Pgp-1) (figura 2.3) 
(Callaway et al., 2004; Zhang et al., 2002). Questo meccanismo è 
stato verificato essere attivo anche in vivo (Petri et al., 2003). 
In alcuni studi su animali è stato dimostrato che gli ITC possono 
anche essere coniugati con cisteina ma, è verosimile pensare, che tali 
prodotti si dissocino prima di essere assorbiti dalla cellula mediante 
diffusione passiva e vengano poi coniugati a livello intracellulare con 
il GSH (Brusewitz et al., 1977; Gorler et al., 1982). L’equilibrio tra 
ITC liberi e legati è la proprietà chiave che facilita il passaggio 
attraverso la membrana cellulare e, la coniugazione con GSH 
all’interno della cellula è la forza guida per la diffusione passiva e 
l’accumulo di ITC. 
Oltre che dalle caratteristiche del composto in esame comunque, 
l’assorbimento dipende anche da svariati fattori fisiologici quali 
l’espressione di determinati trasportatori, il riempimento gastrico, la 
motilità 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. 

2.4.2 Distribuzione 

La distribuzione coinvolge il movimento di un composto tra il sangue 
ed i tessuti dell’organismo. I principali parametri che condizionano la 
distribuzione sono il flusso sanguigno, le barriere create dalle 
membrane, l’affinità per i tessuti e la presenza nel sangue di proteine 
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plasmatiche quali albumina e glicoproteine, che legano i composti e li 
trasportano attraverso il circolo sanguigno. Finché un composto si 
trova legato a tali proteine non è in grado di raggiungere il suo sito 
d’azione e non può svolgere alcuna azione biologica. Risulta quindi 
importante verificare quale frazione del composto assorbito risulta 
libera, cioè non legata alle proteine plasmatiche. Tale valore dipende, 
sia dalla concentrazione del composto sia da quella delle proteine e 
naturalmente dalla costante di associazione che caratterizza il legame. 
Basandosi sulla struttura chimica e sulle proprietà dei GLS appare 
inverosimile che possano essere assorbiti e distribuiti immodificati 
nell’organismo umano, mentre i loro prodotti di degradazione, o i 
metaboliti di questi ultimi, sono distribuiti in tutto l’organismo e 
raggiungono differenti tessuti. 
Recentemente, Ye et al. (2002) hanno sviluppato un metodo 
appropriato e sensibile, che ha reso possibili gli studi di 
farmacocinetica nell’uomo. È stato osservato che, in seguito ad un 
rapido assorbimento e comparsa nel plasma (0.94 ± 2.27 µmol/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 h (Ye et al., 2002). 
La rapida diminuzione osservata delle concentrazioni plasmatiche 
dopo somministrazione orale ed intravenosa riflette l’uptake cellulare. 
Gli ITC, quali SF, raggiungono concentrazioni intracellulari molto 
elevate come risultato della loro interazione con il GSH (Ye et al., 
2001; Zhang, 2000). 
Questa rapida coniugazione con GSH e possibilmente altri tioli, il 
gradiente di concentrazione facilita l’ulteriore uptake cellulare degli 
ITC, che può raggiungere concentrazioni mM a livello intracellulare, 
fino a 200 volte quelle presenti a livello extracellulare, come 
dimostrato da studi in vitro (Zhang, 2004) ed è accompagnato da una 
marcata diminuzione dei livelli di GSH (Conaway et al., 2005).  
Gli ITC si legano fortemente alle proteine plasmatiche, probabilmente 
per interazione coi gruppi -SH e, solo in piccola parte, in forma libera. 
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È plausibile che a dosi elevate i siti di legame siano saturati cosicchè il 
SF rimane libero e disponibile per essere metabolizzato ed escreto. Ad 
esempio, l’albumina contiene un solo residuo cisteinico libero (Cys 
34). Il fatto che sia osservabile una diminuzione dose-dipendente 
dell’emivita concorda con questo meccanismo di trasporto e 
distribuzione ipotizzato (Hanlon et al., 2008). 
La distribuzione ai singoli tessuti coinvolge il passaggio dei composti 
attraverso le membrane e questo segue lo stesso meccanismo di uptake 
descritto per l’assorbimento intestinale. La forza guida per la 
diffusione passiva degli ITC attraverso le membrane è la coniugazione 
con il GSH. In base a questi dati è quindi possibile ipotizzare che gli 
effetti organo-specifici degli ITC dipendano dalla concentrazione di 
GSH nei diversi tessuti  
Da uno studio, effettuato somministrando a dei ratti ITC marcati con 
carbonio 14, è stato possibile evidenziare che a parte il tratto 
gastrointestinale, il fegato e i reni, che sono gli organi deputati 
all’assorbimento e all’escrezione, solo il sangue contiene elevati livelli 
di radioattività, 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). 

2.4.3 Metabolismo ed escrezione 

In senso generale, il termine metabolismo comprende tutti i processi 
che portano a cambiamenti strutturali o degradazione della molecola. 
Modificazioni della struttura molecolare possono risultare da reazioni 
enzimatiche e non enzimatiche all’interno dell’organismo. 
La biodisponibilità di un composto, anche se assorbito in elevate 
concentrazioni, può essere limitata da un rapido ed esteso 
metabolismo. Risulta quindi importante determinare quali sono i 
metaboliti di tale composto e in che concentrazioni si ritrovano nel 
sangue, nelle urine o nelle feci. 
Il fatto che non siano presenti GLS come tali nelle feci suggerisce che 
questi composti siano sottoposti ad un esteso metabolismo. Come già 
detto, i GLS vengono idrolizzati a ITC ad opera dell’enzima 
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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 è la coniugazione con GSH. 
Non è chiaro se questa coniugazione avvenga nel duodeno durante 
l’assorbimento, oppure nel fegato, che è il sito con la più alta attività 
glutatione transferasica. Successivamente, gli ITC coniugati vengono 
metabolizzati da differenti enzimi quali ad esempio la 
glutamiltranspeptidasi (GTP), la cisteinilglicinasi (CGase) e la N-
acetiltransferasi (NAT) che portano alla formazione dei diversi 
metaboliti mostrati in figura 2.4. 
Tale sequenza di reazioni conduce di norma alla formazione di acido 
mercapturico, un metabolita che, data la sua idrofilia, può facilmente 
essere escreto con le urine (Keum et al., 2004) (fig.2.4). 
In seguito a somministrazione di 100 g di broccoli, nelle urine sono 
stati identificati sia il SF libero che i suoi metaboliti SF-N-
acetilcisteina, SF-cisteina e SF-cisteinglicina in concentrazioni da 1 a 
16 µM e il composto SF-N-acetilcisteina è stato identificato come il 
maggior metabolita (Al Janobi et al., 2006).  
L’eliminazione di SF è caratterizzata da una lunga fase terminale, 
infatti non sono osservabili grandi differenze nella concentrazione 
plasmatica tra le 6 e le 24 h dopo somministrazione orale ed 
intravenosa a basse dosi; probabilmente questa è una conseguenza del 
legame con le proteine o GSH che rende gli ITC non disponibili per 
l’eliminazione attraverso il metabolismo e successiva escrezione 
(Hanlon et al., 2008). 
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Figura 2.4: Metabolismo degli ITC in vivo: Gli ITC formati vengono 
coniugati con il glutatione dall’enzima glutatione S-transferasi (GST), 
quindi metabolizzati tramite una serie di reazioni catalizzate dagli 
enzimi γ-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 è CH3SO(CH2)4- e il suo precursore nelle piante 
è chiamato glucorafanina (Holst et al., 2004) . 

2.5 VALUTAZIONE SPERIMENTALE DELL’UPTAKE DI ITC 
NELL’UOMO IN SEGUITO AD ESPOSIZIONE 
DIETETICA  

In accordo con l’osservazione che ITCs sono prontamente assorbiti e 
metabolizzati in vivo principalmente attraverso la via degli acidi 
mercapturici e successivamente escreti nelle urine come N-
acetilcisteina coniugati (NAC), numerosi studi hanno mostrato che 
l’assunzione dietetica di ITC può essere valutata dalla misura degli 
NAC coniugati nelle urine, che risultano quindi essere un marker di 
esposizione affidabile.  
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Il saggio di ciclocondensazione che porta alla formazione di 
ditiocarbamati (DTC) è un metodo quantitativo estremamente 
sensibile per la determinazione degli ITC e dei loro metaboliti 
(chiamati collettivamente ITC equivalenti) ed è un valido strumento 
per lo studio del consumo dietetico, soprattutto nel caso in cui 
l’identità degli ITC o le modificazioni che queste molecole subiscono 
in vivo nel corso del metabolismo non sono ancora completamente 
conosciute, dal momento che misura la quantità totale di ITC/DTC 
(Zhang et al., 1996) 
È stato dimostrato che la quantità totale di ITCs/DTCs è associata in 
modo significativo con l’assunzione di Cruciferae (Shapiro et al., 
1998)  
Utilizzando questo saggio, Ye et al. hanno dimostrato in uno studio 
condotto su volontari, che l’assunzione di una singola dose di estratto 
di germogli di broccoli contenente 200 µmol ITCs,. in cui tutti i 
glucosinolati erano stati idrolizzati e la maggior parte degli ITC erano 
costituiti da SF (77.2% di SF e 22.8% di iberina, isotiocianati alifatici 
con struttura chimica simile), gli ITC erano assorbiti rapidamente e 
raggiungevano un picco di concentrazione plasmatica di 0.94-
2.27micromol/L, 1 h dopo l’ingestione, che declinava secondo una 
cinetica di primo ordine. L’escrezione cumulativa di ITC equivalenti 
ad 8 h corrispondeva al 58.3±2.8% della dose ingerita (Ye et al., 
2002). In un esperimento simile l’escrezione cumulativa di ITC 
equivalenti dopo 72 h era 88.9±55% della dose assunta. 
Shapiro et al. hanno inoltre verificato che in soggetti a cui venivano 
soministrate dosi ripetute di 50 µmol di ITC, presenti nei germogli di 
broccoli, la variabilità intra- ed inter-soggetto nell’escrezione urinaria 
di ITCs equivalenti era piccola (coefficiente di variazione 9%), e che 
per dosi scalari, l’escrezione urinaria nelle 72 h era lineare all’interno 
di un range compreso tra 25–200 µmol, (Shapiro et al., 2001), 
confermando la validità di questo parametro come biomarker di 
esposizione umano all’assunzione dietetica di ITC. 
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2.6 BIODISPONIBILITÀ DEI PRODOTTI DI IDROLISI DEI 
GLUCOSINOLATI NELLA DIETA UMANA 

La comprensione dei fattori che vincolano il rilascio delle componenti 
fitochimiche dalla matrice alimentare, il loro assorbimento e il loro 
destino all’interno dell’organismo è fondamentale per determinare il 
meccanismo d’azione e l’effetto biologico. 
Vi sono diversi fattori che possono influenzare l’esposizione agli ITC 
ed ai GLS precursori: la varietà, la genetica della biosintesi dei GLS 
all’interno della pianta (Kushad et al., 1999; Mithen, 2001), da fattori 
agronomici e ambientali, quali le condizioni del suolo e climatiche 
(Ciska et al., 2000; Pereira et al., 2002; Vallejo et al., 2003), ma 
anche i processi di immagazzinamento e tecnologici che i vegetali 
subiscono prima del consumo e la cottura (Verkerk et al., 2008).  
Fino al 50% del contenuto di GLS totali può essere perso in seguito ad 
una conservazione in freddo, mentre il taglio favorisce l’idrolisi solo 
sulla superficie tagliata. Quindi nelle foglie larghe intatte o nelle 
infiorescenze di broccoli o cavolfiori c’è una perdita minima di GLS 
prima della cottura. Se questi vegetali sono ingeriti crudi, vengono 
assunti sia GLS intatti, sia mirosinasi attiva simultaneamente, il che 
favorisce l’idrolisi dei GLS, che avviene lungo il tratto 
gastrointestinale. Alcuni dei GLS ingeriti vengono idrolizzati nel 
colon ad opera di mirosinasi batteriche, comunque la mirosinasi 
contenuta nella pianta appare il fattore dominante. 
Ammettendo che vi sia una larga perdita di GLS nell’acqua di cottura 
(tra il 30 ed il 60%), data la loro idrofilia, è evidente che il metodo di 
preparazione può fare una grande differenza sia sull’assunzione di 
GLS, sia sulla biodisponibilità dei loro prodotti di idrolisi. Un fattore 
importante nel determinare i livelli di assunzione di ITC è l’influenza 
combinata della cottura e della microflora nel tratto intestinale: 
condizioni di cottura blande (meno di 75-80° C) causa una aumentata 
produzione di ITC consentendo il rilascio di mirosinasi, ma la 
mirosinasi si denatura rapidamente quando la temperatura raggiunge i 
90°C (Dekker et al., 2002) 
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In uno studio disegnato per comparare la biodisponibilità di ITC in 
broccoli crudi e cotti al vapore ai volontari è stato chiesto di assumere 
200g di broccoli. Il contenuto di ITC nella preparazione iniziale era 
circa identico (1.1 e 1.0 micromol/g peso fresco) tuttavia l’escrezione 
urinaria di ITC nelle 24 h risultava il 32.3% per i broccoli crudi e 
10.25% il che indica che la biodisponibilità di ITC nei vegetali crudi, 
dove la mirosinasi non era stata inattivata dal calore, era 3 volte 
superiore (Conaway et al., 2000) 
Similmente, in seguito a somministrazione di un estratto di germogli 
di broccoli contenente solo ITC (dopo completa idrolisi) o solo GST 
(in cui la mirosinasi era stata completamente inattivata), l’escrezione 
urinaria cumulativa nelle 72h di ITC equivalenti risultava pari all’ 
80% e al 12% della dose, rispettivamente (Shapiro et al., 2001)  
Questi studi mostrano chiaramente che i vegetali in cui la mirosinasi è 
ancora funzionale procurano una quantità di ITC molto più grande 
rispetto a quelli in cui la mirosinasi è inattiva. D’altra parte diversi tipi 
di Crucifere compresi broccoli e cavoli hanno dimostrato di formare 
nitrili (senza proprietà chemiopreventive conosciute) come prodotti di 
idrolisi dei GLS (Bones et al., 2006; Matusheski et al., 2006). Queste 
crucifere contengono una proteina, chiamata proteina epithiospecifier 
(ESP) o proteina ESP-like, che sembra essere responsabile della 
formazione degli epitionitrili. L’ESP non catalizza i GLS da sola, ma 
agisce come cofattore di mirosinasi indirizzando i prodotti instabili 
dell’idrolisi verso gli epitionitrili piuttosto che ITC. L’ESP è 
maggiormente termolabile della mirosinasi e pertanto un trattamento 
termico blando e breve può portare ad un’alta produzione di ITC, 
poiché rende inattiva l’ESP lasciando attiva una certa quantità di 
tirosinasi (Bones et al., 2006). 
E’ anche evidente che l’attività mirosinasica esercitata dalla 
microflora intestinale può idrolizzare solo una piccola frazione dei 
GLS ingeriti (Getahun et al., 1999; Krul et al., 2002). Ciò non ostante 
quando la microflora viene ridotta da una combinazione di rimozione 
meccanica e terapia antibiotica vi è una ulteriore riduzione 
nell’escrezione urinaria nelle 72 h di ITC equivalenti da 11.3 ± 3.1% a 
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1.3 ± 1.3% della dose (Shapiro et al., 1998). Anche le abitudini 
alimentari possono influenzare l’esposizione agli ITC. Per esempio, in 
uno studio in cui ad ogni soggetto veniva chiesto di non masticare o 
masticare a lungo 12g di broccoli crudi contenenti 109 µmol di GLS 
totali, la masticazione risultava in una escrezione molto maggiore di 
ITC equivalenti (42.4 ± 7.5µmol contro 28.8 ± 2.6µmol, 
rispettivamente) (Shapiro et al., 2001). 

2.7 STIMA DELL’ASSUNZIONE DEI GLUCOSINOLATI 
NELLA DIETA UMANA 

Un’analisi recente a livello europeo (IARC, 2004) relativa al consumo 
di Crucifere ha evidenziato che questo varia da 5 a 30g/die, 
identificando zone caratterizzate da un basso consumo, in paesi quali 
Spagna e Grecia (11 e 13 g/die rispettivamente), i cui livelli sono 
leggermente più bassi rispetto a Svezia, Danimarca e Italia in cui 
l’apporto giornaliero stimato risulta complessivamente inferiore a 20g 
al giorno. In Francia e Olanda il consumo giornaliero è tra 20 e 30g, 
mentre Germania, Norvegia e Regno Unito superano i 30g/die. Questo 
schema è molto diverso se raffrontato a quello del consumo 
complessivo di frutta e verdura, che mostra invece un gradiente netto 
Sud-Nord. A livello mondiale i paesi in cui il consumo di crucifere è 
maggiore risultano essere la Cina, con oltre 100g/die, seguita da altri 
paesi asiatici e dall’Australia con valori compresi tra 40 a 80g/die. 
L’apporto medio giornaliero negli Stati Uniti si attesta attorno ai 25-
30g al giorno, mentre un consumo veramente basso caratterizza il Sud 
Africa ed alcuni paesi del Sud America. Dai dati raccolti risulta che 
nei paesi con una elevata assunzione di crucifere, queste costituiscono 
una porzione notevole del consumo totale di frutta e verdura  
Al contrario, le stime del consumo di GLS nella popolazione sono 
scarse, probabilmente per la mancanza di tabelle di composizione 
degli alimenti; la larga variabilità biologica del profilo dei 
glucosinolati e la loro concentrazione nella pianta integra, insieme agli 
effetti della conservazione, lavorazione e cottura degli alimenti e una 
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distribuzione ampia ma non ubiquitaria nella dieta umana, rendono 
molto difficile anche solo una stima dell’assunzione giornaliera. Ciò 
nonostante in numerosi studi si è assunto che l’apporto giornaliero di 
vegetali del genere Brassica riflettesse l’apporto giornaliero di GLS e 
dei loro prodotti di idrolisi; nella maggior parte dei casi si tratta di 
stime approssimative basate sul consumo complessivo di crucifere e 
sui pochi dati relativi al contenuto in GLS in alcuni alimenti. 
Il consumo medio giornaliero di GLs totali nel Regno Unito è stato 
stimato essere circa 50 mg, mentre in Olanda l’assunzione media 
risulta 22 mg/die. Altre stime disponibili riguardano gli indol GLS: 
l’assunzione giornaliera in mg di glucobrassicina e neo 
glucobrassicina (i due principali gli GLS indolici della dieta) era 22.5 
nel regno Unito, 5.5 in Danimarca e 2.8 in Finlandia. Negli USA 
(Broadbent et al., 1998) l’assunzione di GLS indolici era circa 
22.5mg/die pro capite (IARC, 2004).  
Un’importante considerazione quando si confronta l’assunzione di 
GLS nei vari paesi è il tipo di crucifere più comunemente consumata, 
che può variare secondo le preferenze personali e culturali. Questo 
può avere un importante impatto sull’effettiva assunzione di GLS. Per 
esempio, tipi di Crucifere con percentuali basse di consumo possono 
contribuire in modo sostanziale all’apporto di GLS totale perché 
estremamente ricchi di queste sostanze, come ad esempio cavolini di 
Brussel e germogli di broccoli. 
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3 SISTEMA ANTIOSSIDANTE ENDOGENO 

3.1 LE PRINCIPALI DIFESE ANTIOSSIDANTI ENDOGENE 

Gli effetti dei radicali liberi possono essere estremamente gravi: la 
loro possibilità 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 i sistemi 
enzimatici quali cofattori, coenzimi, elementi in tracce legati a ligandi 
organici o hanno essi stessi proprietà 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 i primari vi sono 
gli enzimi che catalizzano le trasformazioni dei ROS (SOD, CAT e 
GPx), le molecole chelanti i metalli e le molecole in grado di agire 
come scavenger dell’ossigeno singoletto (1O2). 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, e i polifenoli. 
Gli scavenger idrofobici si trovano nelle membrane cellulari dove 
inibiscono o interrompono reazioni a catena della perossidazione 
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lipidica. Gli scavenger idrofilici si trovano nel citosol, nei mitocondri 
e nel nucleo. 
Nei paragrafi successivi verrà focalizzata l’attenzione sulle principali 
difese antiossidanti. 

3.2 ANTIOSSIDANTI PRIMARI: ENZIMI PROTETTIVI 

Gli enzimi con funzione antiossidante sono deputati alla distruzione di 
superossidi e idroperossidi. Il vantaggio che deriva dalla loro azione è 
che la concentrazione di perossidi allo stato stazionario può essere 
adattata ai requisiti della cellula: molti enzimi possono essere indotti, 
inibiti o attivati da effettori endogeni (Harris, 1992). 
La degradazione enzimatica del superossido è assicurata dalla SOD, 
mentre quella dell’idroperossido è 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 l’ascorbato perossidasi 
sono delle reduttasi i cui substrati ridotti sono rigenerati dagli 
equivalenti di NADPH prodotti nelle vie metaboliche (Chaudiere et 
al., 1999). 

3.2.1 Superossido dismutasi 

La famiglia delle SOD è costituita da metalloenzimi ampiamente 
distribuiti sia nelle cellule eucariote che procariote (Fridovich, 1995). 
La caratteristica che accomuna tutte le isoforme della SOD è la 
capacità di catalizzare la dismutazione dell’anione superossido (O2●) a 
perossido di idrogeno (H2O2).  
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 
SOD1 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 
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 (SOD) 

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. 
 

2O2● + 2H+  →  H2O2 + O2 
 

A pH fisiologico la velocità di dismutazione non enzimatica è 
significativa, ma è notevolmente maggiore in presenza di SOD, che 
determina un aumento della velocità di dismutazione del radicale 
superossido di 1000 volte. 
Il fatto che la concentrazione intracellulare del O2● vari da 10-6 a 10-5 
M, ne mette in evidenza la forte tossicità. 
Un esempio della citotossicità del superossido si ha con la veloce 
produzione di perossinitriti (ONOO) nella reazione del superossido 
con l’ossido nitrico. Il perossinitrito, in equilibrio con il suo acido 
coniugato (pKa ~ 6.8), si comporta come un potente ossidante. In 
figura 3.1 è schematizzata la capacità della SOD di sequestrare il O2● 
riducendo cosi la possibilità che questo reagisca con le principali 
macromolecole dell’organismo. 
Se il radicale idrofilico X● è sequestrato da GSH in presenza di 
concentrazioni fisiologiche di ossigeno (20-50 mM), l’attività della 
superossido dismutasi sposta la seguente sequenza di reazioni verso 
destra: 
 

GSH + X●  →  GS● + XH 
 

GS● + GS  →  GSSG● 
 

GSSG● + O2  →  GSSG + O2● 
 

2O2● + 2H+  →  H2O2 + O2 
 

 



Il Sistema antiossidante endogeno 

34 

 
Figura 3.1: ruolo della SOD come scavenger di specie reattive 
dell’ossigeno(Johnson et al., 2005). 
 
Questa sequenza di reazioni by-passa la diretta ricombinazione di 
radicali GS●: 
 

2GS●  →  GSSG 
 

Tutto ciò potrebbe avere il vantaggio di prevenire reazioni collaterali 
indesiderate di GS● (Chaudiere et al., 1999). 
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3.2.2 Catalasi 

La CAT è un enzima tetramerico ad alto peso molecolare contenente 
porfirina. La funzione principale di questo enzima è quella di 
eliminare il perossido di idrogeno (H2O2) ad elevate concentrazioni 
catalizzando la sua dismutazione ad ossigeno e acqua attraverso una 
reazione che avviene in due passaggi: 
 
H2O2 + Fe(III)-CAT → H2O + O=Fe(IV)-CAT 
H2O2 + O=Fe(IV)-CAT → H2O + Fe(III)-CAT + O2  

 
La reazione netta risultante è quindi: 
2H2O2  →  2H2O + O2 
 

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

RHXH + H2O2  →  RX + 2H2O 
 

3.3  GLUTATIONE ED ENZIMI AD ESSO CORRELATI 

Tra i più importanti sistemi antiossidanti endogeni possiamo citare il 
tripeptide glutatione e piccole proteine, come la tioredoxina, la 
glutaredoxina e la perossiredoxina, che hanno la particolarità di 
possedere nella loro struttura dei gruppi tiolici. Tra tutte queste 
molecole il glutatione si trova ubiquitariamente e in concentrazione 
millimolare all'interno della cellula ed apporta il maggior contributo 
nel mantenimento dello stato redox. 
Il glutatione esiste sia in forma ridotta, il GSH, che ossidata, il GSSG, 
e partecipa alle reazioni redox attraverso l'ossidazione dei gruppi 
tiolici. Nelle normali condizioni redox cellulari la molecola si trova 
principalmente in forma ridotta ed è localizzata soprattutto nel nucleo, 
nel reticolo endoplasmatico e nei mitocondri; è possibile trovare anche 
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una forma legata covalentemente a proteine, attraverso un processo 
detto glutationilazione (Huang et al., 2002a), grazie al quale può agire 
come cofattore enzimatico in meccanismi di difesa cellulare 
(Pompella et al., 2003). 
Il glutatione può agire direttamente nei confronti dei radicali liberi 
oppure può funzionare da substrato durante la detossificazione di 
idroperossidi lipidici, composti elettrofili ed acqua ossigenata. 
Il glutatione è sintetizzato enzimaticamente dalla gamma-
glutamilcisteina sintetasi (γGCS), l'enzima chiave (Lu, 1998), e dalla 
glutatione sintetasi. Altri fattori importanti nella sintesi ex novo del 
GSH sono la stessa concentrazione di GSH che inibisce, attraverso un 
meccanismo a feed-back, l'attività della γGCS e la disponibilità di 
cisteina (amminoacido fondamentale della molecola). 
In presenza di stress ossidativo la concentrazione di GSSG, 
potenzialmente citotossico, aumenta a causa della avvenuta riduzione 
dei perossidi, oppure come risultato dell'eliminazione di radicali liberi, 
mentre quella di GSH diminuisce rapidamente. Queste variazioni del 
rapporto GSH/GSSG hanno come importanti conseguenze il fatto che 
lo stato redox dei tioli cellulari viene modificato, attivando alcune 
risposte trascrizionali antiossidanti, e che, poiché GSSG viene 
degradato preferenzialmente all'esterno della cellula, aumenta la 
richiesta intracellulare di sintesi ex novo di GSH. 
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 maggior parte dei casi questi enzimi appartengono alla famiglia 
degli enzimi detossificanti di fase 1 e 2 e sono rappresentati dalla 
glutatione perossidasi (GPx), dalla glutatione S-transferasi (GST) e 
dalla glutatione reduttasi (GR). 
Le GPx costituiscono una famiglia di enzimi tessuto-specifici (Ursini 
et al., 1995) in grado di ridurre numerosi idroperossidi organici ed 
inorganici ai corrispondenti composti idrossilati, utilizzando GSH e/o 
altri equivalenti riducenti. 
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Sono tutte proteine contenenti selenio, il quale, durante il ciclo 
catalitico, viene ossidato dall'idroperossido ad acido selenico, un 
intermedio che viene in seguito ridotto da un donatore di elettroni. 
Quando l'enzima utilizza il GSH, si forma un ponte selenio-disolfuro 
che viene rotto da un'altra molecola di GSH per rigenerare la GPx 
ridotta. 
Durante la catalisi, lo stato ossidativo dell'enzima dipende dalle 
concentrazioni relative del substrato ossidato, l'idroperossido, e del 
riducente, il GSH. Le glutatione perossidasi sono ubiquitarie. 
Ad esempio, nel tratto gastrointestinale l'isoenzima forma una barriera 
nei confronti degli idroperossidi derivati dal metabolismo di 
xenobiotici tossici o dalla dieta. 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 
sono coinvolti nella regolazione della concentrazione di idroperossidi 
e nell'evocazione di risposte cellulari quali, ad esempio, la morte 
programmata, la proliferazione e la produzione di citochine 
(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 ed inquinanti ambientali. Inoltre, rappresentano una 
protezione anche nei confronti di composti reattivi prodotti in vivo 
durante lo stress ossidativo dovuto all’ingestione di alimenti bruciati o 
contaminati da micotossine ed all’esposizione a sostanze inquinanti; 
agiscono inattivando chinoni, epossidi, aldeidi endogene insature ed 
idroperossidi (Hayes et al., 2005). 
Le GST possiedono queste funzioni protettive perchè sono in grado di 
catalizzare la coniugazione del GSH con i prodotti finali 
dell'ossidazione, rappresentano perciò una seconda linea difensiva 
contro la numerosa varietà di sostanze tossiche prodotte nelle reazioni 
mediate dalle ROS. 
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Bisogna però sottolineare che GPx e GST possono abbassare i livelli 
di GSH intracellulare, infatti, durante la reazione catalizzata dalla 
GPx, l'esagerata produzione di GSSG può condurre ad un eccessivo 
rilascio di questa molecola per mantenere il rapporto GSH/GSSG, 
perdendo così la possibilità di rigenerarlo all’interno della 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 è in grado di ridurre il GSSG a GSH utilizzando il NADPH 
come agente riducente (Argyrou et al., 2004); è un flavoenzima 
codificato, negli uomini, da un gene singolo. 
Si è osservato che l'esposizione ad agenti che provocano un aumento 
dello stress ossidativo produce anche uno stimolo positivo nella 
trascrizione dell’mRNA contenente l'informazione per la sintesi 
dell'enzima. È stato inoltre dimostrato che l'attività enzimatica è 
regolata in risposta allo stress e che mutazioni a carico della 
funzionalità di GR hanno effetti deleteri. 
Possiamo quindi affermare che la ricostituzione di GSH è un 
passaggio fondamentale nel metabolismo delle reazioni GSH-
dipendenti (Rogers et al., 2004). La presenza di GSH è importante per 
la funzionalità degli enzimi da esso dipendenti che partecipano ai 
meccanismi di difesa cellulari, ma non è, da sola, sufficiente a 
prevenire la citotossicità delle ROS. In figura 3.2 sono rappresentate le 
relazioni funzionali esistenti tra il glutatione e gli enzimi ad esso 
correlati. 
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Figura 3.2: Glutatione ed enzimi ad esso correlati: il glutatione può 
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 così 
formati vengono escreti dalla cellula. La produzione di GSSG 
attraverso la glutatione perossidasi può 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 può venire rimpiazzata da una 
sintesi ex novo attraverso due reazioni ATP dipendenti grazie alla  
γGCS  e alla glutatione sintetasi.  

3.4 ENZIMI DETOSSIFICANTI DI FASE 2 

3.4.1 La tioredoxina reduttasi 1 

I complessi della Trx e del GSH sono sistemi redox paralleli e sono 
accoppiati all’interno delle cellule. Tuttavia questi due sistemi 
sembrano condividere alcune funzioni. La diversa specificità di 
substrato e le proprietà caratteristiche di ciascuno dei due sistemi 
suggeriscono che essi possano contribuire in maniera sinergica a 
mantenere l’omeostasi redox cellulare (Aslund et al., 1999). 
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Il complesso della tioredoxina comprende la Trx, la TR e la 
tioredoxina perossidasi (TP). Trx è una proteina di piccole dimensioni 
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 contiene un gruppo disolfuro con marcate 
capacità ossido riduttive che agisce ossidando le cisteine presenti nelle 
proteine e riducendo i disolfuri. A sua volta la Trx ossidata viene 
ridotta da TR in presenza di NADPH. TP riduce H2O2 ad acqua ed 
ossigeno molecolare grazie ai due elettroni forniti da Trx (Wood et al., 
2003). TP sembra avere numerose funzioni, da antiossidante a 
regolatore dei segnali di trasduzione. Trx possiede attività intra ed 
extra cellulari. All’interno della cellula regola le interazioni tra 
proteine e acidi nucleici, svolge azione protettiva verso le ROS, regola 
le attività enzimatiche ed interagisce con le proteine. L’espressione 
della Trx è indotta nelle cellule in risposta ad una grande varietà di 
stimoli tra cui il perossido di idrogeno, i raggi X, le radiazioni 
ultraviolette, le mutazioni genetiche e le infezioni virali (Tomimoto et 
al., 1993). D’altra parte Trx è rapidamente secreta o rilasciata da 
svariati tipi di cellule, tra cui cellule transfettate con il plasmide 
contenente il gene Trx (Gallegos et al., 1996). Lo stress ossidativo è 
uno dei fattori che promuovono la secrezione di Trx (Rubartelli et al., 
1992). 
La Trx extracellulare ha un ruolo nella regolazione delle citochine 
(Bertini et al., 1999; Newman et al., 1994) e nella stimolazione della 
crescita cellulare (Gasdaska et al., 1995). 
Sebbene il meccanismo attraverso il quale la Trx extracellulare agisce 
sia stato ampiamente studiato, molte delle proprietà dell’enzima non 
sono ancora totalmente chiarite. E’ noto che la stessa Trx è resistente 
all’ossidazione ed è stata perciò largamente utilizzata per ridurre lo 
stress ossidativo in cellule epiteliali (Spector et al., 1988); Trx può 
rappresentare un messaggero per l’induzione di numerosi segnali di 
trasduzione, inclusi quelli necessari agli antiossidanti per combattere 
lo stress ossidativo. 
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3.4.2 La NADP(H): chinone ossidoreduttasi 1 

La NAD(P)H: chinone ossidoreduttasi 1 (NQO1) è una flavoproteina 
che esiste come dimero, le cui subunità hanno peso molecolare di 32 
kDa; è generalmente associata ad un gruppo FAD legato non 
covalentemente. Si trova prevalentemente nel citosol (90%) (Eliasson 
et al., 1999), nonostante siano state individuate isoforme anche nel 
reticolo endoplasmatico, nell'apparato del Golgi (Edlund et al., 1982) 
nei mitocondri e nel nucleo (Winski et al., 2002). 
Questo enzima è una reduttasi che utilizza obbligatoriamente due 
elettroni nelle sue reazioni. Ciò è 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 è definito a “ping-pong” ed utilizza i 
cofattori NADPH e NADH indifferentemente (Siegel et al., 1990). 
Come suggerito dal nome dell'enzima, i chinoni sono un gruppo di 
substrati molto comuni e vengono ridotti con un meccanismo di 
trasferimento di ioni idruro per generare il corrispondente derivato 
idrochinonico. 
Per via dei numerosi effetti deleteri dei composti chinonici, come la 
capacità di arilare i nucleofili e generare specie reattive dell'ossigeno 
attraverso meccanismi redox ciclici, la rimozione di un chinone da un 
sistema biologico attraverso la NQO1 viene considerata una reazione 
di detossificazione (Di Monte et al., 1984; Lind et al., 1982). Tuttavia 
la riduzione attraverso due elettroni di alcuni chinoni antitumorali 
come mitomicina C, streptonigrina, E09 e Β-lapachone attraverso 
NQO1, produce metaboliti di tossicità superiore rispetto ai composti 
di partenza (Beall et al., 1996; Pink et al., 2000). Poiché la NQO1 è 
contenuta ad elevate concentrazioni in tutte le cellule di tumore solido 
umano (Siegel et al., 2000), si è pensato di utilizzare i composti 
bioattivati dalla stessa NQO1 nella terapia di tali tumori (Winski et al., 
2001). 
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3.4.3 Detossificazione dei chinoni attraverso la riduzione a due 
elettroni 

Numerosi studi attestano il ruolo della NQO1 nei sistemi di 
detossificazione. L'induzione di questo enzima sembra proteggere 
dagli effetti citotossici, mutageni e cancerogeni di diversi composti 
(Talalay et al., 1982). 
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 evidenziato il ruolo della NQO1 come 
enzima detossificante nel metabolismo dei chinoni. Sia la formazione 
di specie reattive dell'ossigeno, sia l'arilazione menadione-indotta dei 
nucleofili cellulari, diminuiscono in presenza di NQO1. In topi carenti 
di NQO1 è stata dimostrata la tossicità del menadione ed un aumento 
dell’insorgenza di tumori della pelle indotti da benzo[a]pirene e 7,12-
dimetilbenzantracene (Long et al., 2001). Recenti studi effettuati 
utilizzando il t-butilidrochinone, una comune molecola che aumenta i 
livelli di NQO1, mostrano l'incremento dell'espressione di 63 diversi 
geni attraverso l'uso della tecnologia dei microarray (Li et al., 2002). 
Tutto questo dimostra il bisogno di mettere a punto studi mirati a 
definire il ruolo di un particolare gene nei meccanismi di 
detossificazione 
Il ruolo della NQO1 nei meccanismi di detossificazione è correlato 
alla sua distribuzione nei sistemi biologici, infatti nei ratti, nei topi ed 
anche negli uomini si ritrova principalmente nei tessuti endoteliali ed 
epiteliali (Siegel et al., 2000), il che facilita l’interazione dei composti 
introdotti nell'organismo con la NQO1. 

3.4.4 NQO1 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 importante ruolo anche nel metabolismo di chinoni 
endogeni quali la vitamina E e l’ubichinone. Questi chinoni 
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possiedono una grande porzione idrofobica e, nel loro stato ridotto, 
proteggono le membrane cellulari dalla perossidazione lipidica. 
La riduzione dell'ubichinone ad opera della NQO1 rigenera 
l'ubichinolo, che possiede forti proprietà antiossidanti (Landi et al., 
1997). Il chinone vitamina E si forma durante l'attacco del radicale 
libero alla vitamina E ed è sottoposto alla riduzione da parte di NQO1 
per generare l'idrochinone (Siegel et al., 1997). Poiché il chinone 
vitamina E è privo di attività antiossidante, NQO1 può generare 
l'idrochinone corrispondente, un composto con proprietà antiossidanti 
superiori alla vitamina E (Kohar et al., 1995).  
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4 LA VIA DI SEGNALAZIONE NRF2-ARE  

4.1 INDUZIONE DEGLI ENZIMI CITOPROTETTIVI 

Le cellule dei diversi tessuti dell’organismo sono costantemente 
esposte all’azione tossica e potenzialmente mutagena di una serie di 
agenti ossidanti costituiti da specie reattive dell’ossigeno (ROS) e 
dell’azoto (RNS), metaboliti elettrofili e prodotti della 
lipoperossidazione, generati endogenamente o da composti esogeni 
che costituiscono diversi fattori di stress ambientale (aria, acqua, cibo, 
etc.). Elevati livelli di specie “reattive” alterano la normale 
funzionalità cellulare interagendo direttamente con le macromolecole 
(proteine, lipidi, DNA nucleare e mitocondriale) che costituiscono le 
strutture cellulari, o indirettamente innescando una ulteriore 
produzione e propagazione di un sempre maggior numero di molecole 
reattive ed il risultato finale di questa cascata di reazioni è una 
disfunzione e/o la morte cellulare.  
Per contenere o attenuare l’insulto ossidativo, si è sviluppato negli 
organismi superiori un sistema di difesa antiossidante, la cui induzione 
rappresenta non solo una risposta adattativa alla condizione di stress 
ossidativo, ma anche una nuova possibilità terapeutica (Giudice et al., 
2006; Lee et al., 2005). 
Questo sistema di difesa è rappresentato non solo da enzimi 
antiossidanti, ma anche da enzimi che regolano lo stato redox 
dell’ambiente cellulare come la glucosio 6-fosfato deidrogenasi, la 
glutatione reduttasi (GR) e la tioredoxina reduttasi (TR) che 
rigenerano rispettivamente NADPH, il glutatione (GSH) e la 
tioredoxina (Trx), la gamma-glutamilcisteina sintasi (γ-GCS) che 
catalizza la tappa limitante della biosintesi del glutatione, da enzimi di 
riparazione del DNA, da proteine del sistema di degradazione del 
proteasoma, chaperones e stress proteins, nonché da enzimi di fase 2 
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del metabolismo degli xenobiotici che includono la NAD(P)H:chinone 
ossidoreduttasi (NQO1) e la glutatione-S-transferasi (GST), la UDP-
glucuronosil transferasi (UGT), l’aldeide reduttasi (AR), epossido 
idrolasi (EH) che conducono alla detossificazione e all’eliminazione 
dei carcinogeni e l’eme ossigenasi (HO).  
Benchè gli enzimi di fase 2 siano tradizionalmente identificati come 
aventi una azione detossificante di substrati endo e xenobiotici, questa 
classificazione si sta espandendo fino ad includere proteine che 
catalizzano un ampio spettro di reazioni che conferiscono 
citoprotezione contro la tossicità di elettrofili e specie reattive 
dell’ossigeno.  
Questi enzimi proteggono la cellula contro la tossicità delle specie 
reattive (e dei potenziali cancerogeni) attraverso una varietà di 
reazioni tra cui le principali sono rappresentate dalla conversione a 
specie meno reattive e meno tossiche mediante coniugazione con 
substrati endogeni tra cui glutatione, acido glucuronico o il solfato che 
aumentano la solubilità della molecola e ne facilitano così l’escrezione 
e dall’aumento della capacità antiossidante cellulare attraverso la 
generazione di antiossidanti endogeni quali, ad esempio, GSH e 
bilirubina (Talalay, 2000). 
L’induzione di tali enzimi risulta in una detossificazione ed 
eliminazione sia di potenziali cancerogeni che di specie reattive 
dell’ossigeno prodotte da fonti endogene, composti elettrofili e 
ossidati con conseguente protezione delle strutture cellulari bersaglio 
della loro tossicità. La conseguenza principale di tale induzione 
sarebbe quindi un rafforzamento della capacità antiossidante cellulare. 
La up-regolazione del sistema antiossidante endogeno rappresenta 
quindi potenzialmente una strategia per la riduzione del rischio di 
patologie, in particolare quelle cronico degenerative, in cui lo stress 
ossidativo rappresenta un fattore causale (Nguyen et al., 2003b; 
Sheweita et al., 2003; Talalay, 1989). 
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4.1.1 Antioxidant Responsive Element (ARE) e ARE induttori 

L’induzione di molti enzimi citoprotettivi in risposta ad uno “stress 
chimico” è regolato principalmente a livello trascrizionale. Questa 
risposta coordinata è regolata attraverso l’Antioxidant Response 
Element o ARE, una sequenza enhancer presente nella regione del 
promotore di numerosi geni che codificano per enzimi citoprotettivi 
(Friling et al., 1990; Li et al., 1992; Rushmore et al., 1991a). La 
sequenza ARE possiede caratteristiche strutturali e biologiche che 
caratterizzano la sua responsività allo stress ossidativo; è infatti 
attivata non solo in risposta ad H2O2, ma in modo specifico da 
composti chimici suscettibili di cicli ossidoriduttivi o di essere 
trasformati in un intermedio elettrofilo reattivo. Alterazioni dello stato 
redox cellulare dovute ad elevati livelli di specie reattive ROS e specie 
elettrofile e/o una ridotta capacità antiossidante (es. glutatione) 
rappresentano importanti segnali per l’innesco della risposta 
trascrizionale mediata da questo enhancer. 
ARE viene attivato da numerose molecole strutturalmente diverse, tra 
cui composti planari come i flavonoidi e gli antiossidanti fenolici 
(Rushmore et al., 1991b), composti contenenti gruppi tiolici come gli 
isotiocianati (Talalay et al., 1995) e gli 1,2-ditiol-3-tioni (Kwak et al., 
2001), metalli pesanti (Prestera et al., 1995) e complessi contenenti il 
gruppo eme (Inamdar et al., 1996).  
Le caratteristiche salienti di questi composti hanno permesso di 
categorizzarli in due gruppi principali: induttori mono e bi-funzionali.  
Gli induttori monofunzionali, benché strutturalmente molto dissimili, 
hanno in comune alcune proprietà: sono composti elettrofili, 
reagiscono con i gruppi sulfidrilici attraverso reazioni di ossidazione, 
riduzione, alchilazione, partecipano a reazioni di ossido-riduzione ed 
alcuni sono anche substrati della GST che promuove la loro 
coniugazione con GSH (Dinkova-Kostova et al., 2001). Gli induttori 
bifunzionali invece acquistano tali proprietà in seguito al metabolismo 
ossidativo. 
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Un classico induttore bifunzionale è β-NF, un flavonoide sintetico 
che, dopo metabolismo ad opera del CYP 1A1 ad intermedio chinone, 
può partecipare nella cellula a cicli redox (Rushmore et al., 1990). 
Composti come gli isotiocianati ed il dietilmaleato non necessitano di 
metabolismo e possono reagire direttamente con i gruppi SH, ossidare 
i residui di cisteina e consumare il GSH cellulare, mimando così un 
insulto ossidativo. 
I composti che inducono l’espressione di enzimi citoprottetivi in modo 
ARE dipendente sono complessivamente chiamati ARE induttori; essi 
costituiscono un ampio gruppo di sostanze in grado di aumentare la 
capacità antiossidante cellulare con un meccanismo che può essere 
considerato di tipo antiossidante indiretto. Tali proprietà sono 
condivise da alimenti di origine vegetale di regolare consumo e da 
altri prodotti naturali (Eggler et al., 2008; Surh et al., 2008) che sono 
attualmente ampiamente investigati in virtù della loro relativamente 
bassa tossicità, ampia disponibilità, nonché per loro implicazioni come 
alimenti salutistici o funzionali (tabella 1). Il successo nell’uso di 
prodotti naturali per up-regolare gli enzimi citoprotettivi nell’uomo è 
strettamente dipendente dalla conoscenza dei meccanismi molecolari 
che regolano questa up-regolazione.  
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Tabella 1: ARE induttori(Surh et al., 2008)  
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4.1.2 La via di segnalazione ARE-mediata e i meccanismi di difesa: 
ruolo della proteina Nrf2 

Un ruolo centrale nella modulazione della risposta trascrizionale ARE 
mediata è rivestito dal fattore di trascrizione nucleare, “Nuclear factor-
erythroid-2-related factor 2” (Nrf2) che è un fattore di trascrizione di 
tipo leucina zipper, isolato inizialmente attraverso esperimenti di 
clonazione (Moi et al., 1994).  
La proteina NF-E2 attiva la trascrizione in seguito al legame con la 
sequenza 5’-TGCTGAGTCAC-3’ sul DNA, formando un eterodimero 
con subunità di 45 e 18 kDa (Igarashi et al., 1994). La subunità p45 è 
una proteina bZIP contenente il dominio di transattivazione nella 
regione N-terminale, mentre nella regione C-terminale vi è una 
sequenza con struttura leucina zipper (Ney et al., 1993). La subunità 
p18 è stata identificata successivamente come appartenente alle 
proteine Maf, contenente la struttura di legame al DNA leucina zipper, 
ma priva del dominio di transattivazione. Mentre l’espressione della 
subunità p45 di NF-E2 è caratteristica dei tessuti ematopoietici (Ney et 
al., 1993), altri due componenti della famiglia bZIP, quali Nrf1 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 Nrf1 e/o Nrf2.  
Successivamente al suo isolamento, Nrf2 è stato identificato come uno 
dei fattori di trascrizione che agiscono sulla sequenza ARE della 
NQO1 umana, per attivarne la trascrizione genica, in cellule 
transfettate in modo transiente (Venugopal et al., 1996). Osservazioni 
simili sono state fatte successivamente per la sequenza ARE di 
numerosi altri geni (Nguyen et al., 2003b).  
Il ruolo critico di Nrf2 nell’espressione dei geni di fase 2 ed 
antiossidanti è stata ulteriormente confermata da studi di espressione 
genica in topi che non esprimono Nrf2; confrontati a topi wild-type 
mostravano ridotti livelli di enzimi antiossidanti ed una maggiore 
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sensibilità ai carcinogeni (Lee et al., 2005; Ramos-Gomez et al., 
2001).  
Il coinvolgimento di Nrf2 nell’espressione sia costitutiva, sia 
inducibile dei geni “ARE-dipendenti”, è ben stabilita e documentata in 
numerosi studi sia in vitro che in vivo (Nguyen et al., 2004), tanto che 
attualmente il sistema Nrf2/ARE è riconosciuto come uno dei 
principali meccanismi di difesa cellulare contro stress ossidativo e 
xenobiotico. 
Aumentati livelli di Nrf2 sono stati riportati up-regolare l’espressione 
genica indotta da vari antiossidanti naturali ed agenti chemio 
preventivi quali isotiocianati, solfuri diallilici, indoli, terpeni, e 
composti fenolici come le catechine del té verde, la quercetina, il 
resveratrolo e i curcuminoidi (Surh et al., 2008). 
In aggiunta ai classici enzimi di fase 2, due geni che codificano per 
trasportatori cellulari sono stati scoperti essere sotto il controllo 
regolatorio di Nrf2: uno è il gene che codifica per il trasportatore 
cisteina-glutammato che media l’influsso di cisteina accoppiato con 
l’effluso di glutammato intracellulare (Sasaki et al., 2002), essenziale 
per il mantenimento delle concentrazioni intracellulari di cisteina e 
conseguentemente dei livelli di glutatione; l’altro è il gene Mrp1, un 
membro della famiglia Multidrug-resistence-associated proteins 
(Hayashi et al., 2003) un trasportatore che ha un ruolo importante 
nell’esclusione cellulare dei metaboliti coniugati degli enzimi di fase 
2.  
Due proteine partecipano all’attivazione trascrizionale dei geni ARE-
dipendenti: il fattore di trascrizione Nrf2 e la proteina Keap1 (kelch-
like erythroid-cell-derived protein with CNC homology (ECH)-
associated protein 1), una proteina citoplasmatica omologa alla 
proteina legante l’actina Kelch identificata nella Drosophila (Itoh et 
al., 1999b). Queste costituiscono, a livello citoplasmatico, un sistema 
sensore dello stress ossidativo, che costituisce il target molecolare 
primario degli induttori chimici e dei composti ad azione 
chemiopreventiva (Talalay et al., 2003; Wolf, 2001). Quando le 
cellule sono esposte ad ARE induttori, quali ad esempio, ditioltioni, 
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flavonoidi, isotiocianati, o a stress ossidativo, un segnale che 
coinvolge una modificazione redox e/o una fosforilazione è trasmesso 
al complesso Nrf2/Keap1, causandone la dissociazione e la 
conseguente traslocazione nucleare di Nrf2 (figura 4.1). In seguito alla 
formazione di un eterodimero, Nrf2 è in grado di legarsi alla sequenza 
ARE presente nella regione del promotore dei geni che codificano per 
gli enzimi di fase 2 aumentandone la trascrizione ed aumentando 
anche la sua stessa trascrizione (Kwak et al., 2003; Nguyen et al., 
2003b)  
 

 
Figura 4.1: La via di segnalazione Nrf2-Keap1-ARE (Chen et al., 2005) 
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4.1.3 Regolazione della attività trascrizionale di ARE: il sistema 
Nrf2-Keap1 

Studi approfonditi hanno indagato il meccanismo regolatorio 
coinvolto nella via di segnalazione Nrf2/ARE.  
La proteina “Kelch-like ECH associated protein 1” (Keap 1), legata 
all’actina citoscheletrica, è stata recentemente identificata come 
regolatore chiave dell’attività di Nrf2 (Itoh et al., 1999b), non solo 
agendo come sensore di stress ossidativo, ma anche regolandone la 
localizzazione intracellulare tra citoplasma e nucleo e la degradazione 
da parte del proteasoma (Itoh et al., 2003; McMahon et al., 2003; 
Zhang et al., 2003) 
In condizioni basali Keap1 lega saldamente Nrf2 mantenendolo 
sequestrato a livello citoplasmatico (Kang et al., 2004) reprimendo, in 
questo modo, la sua abilità di indurre geni di fase 2; questa 
repressione è particolarmente importante nell’evitare una attivazione 
genica non necessaria in assenza di uno stimolo stressorio. 
Keap 1 è una proteina ricca di residui cisteinici, alcuni dei quali 
svolgono il ruolo di sensori di stress ossidativo o di composti 
xenobiotici (Motohashi et al., 2004). In particolare, le cisteine C257, 
C273, C288 e C297 sono responsabili dell’interazione con Nrf2, come 
dimostrato dal fatto che mutazioni a carico di questi residui (in 
particolare C273 e C288) aboliscono l’effetto repressivo di Keap1 
suggerendo un ruolo chiave di queste due cisteine nella repressione di 
Nrf2. Composti elettrofili, gli induttori chimici e lo stress ossidativo 
agiscono attraverso una modificazione dei tioli dei residui cisteinici di 
Keap 1 che rilascia Nrf2 permettendone la traslocazione al nucleo 
(Wakabayashi et al., 2004).  
Un altro importante ruolo di Keap 1 è la capacità di regolare la 
degradazione di Nrf2. In condizioni basali Nrf2 ha un’emivita molto 
breve (13–20 minuti, approssimativamente in dipendenza dal tipo 
cellulare), e tale instabilità è stata attribuita ad una costitutiva 
ubiquitinazione e degradazione da parte del proteasomac (Nguyen et 
al., 2003b; Zhang et al., 2003). La stretta interazione tra Keap 1 ed 
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Nrf2 faciliterebbe l’ubiquitinazione e degradazione da parte del 
proteasoma. Keap1 si associa con la protein Cullin 3 (Cul3) per 
formare un compleso funzionale ubiquitina ligasi E3 che ha come 
bersaglio la porzione N-terminale di Nrf2, fungendo in questo modo 
da adattatore e regolando i livelli basali di Nrf2 (Zhang et al., 2004).   
Keap1 risulta quindi agire come regolatore negativo di Nrf2 
aumentando la sua degradazione da parte del proteasoma ed 
impedendone conseguentemente l’accumulo a livello nucleare 
(McMahon et al., 2003). Infatti, un livello stabile di Nrf2 sembra 
essere mantenuto da un preciso equilibrio tra i suoi livelli di sintesi e 
di degradazione da parte del proteasoma. In risposta allo stress 
ossidativo, è stato ipotizzato che Nrf2 continuerebbe ad essere 
sintetizzato ma la sua degradazione diminuirebbe, così che il bilancio 
si sposti in favore di un suo accumulo portando infine ad una 
aumentata attività trascrizionale (Nguyen et al., 2003a). 
La difficile spiegazione di come, applicando un modello corrente del 
sequestro di Nrf2 da parte di Keap1, sia mantenuta la trascrizione 
costitutiva degli enzimi di fase 2, ha portato recentemente i ricercatori 
a ipotizzare modelli alternativi della via di segnalazione mediata da 
Nrf2. Una di queste ipotesi identifica Nrf2 come una proteina nucleare 
(Pickett et al., 2009). 
In questo modello una eccessiva trascrizione ARE mediata è 
prevenuta da un continuo movimento di Keap1 dentro e fuori dal 
nucleo per la rimozione di Nrf2 e il suo trasporto al citoplasma dove 
viene degradato dal proteasoma. Questo shuttling sarebbe bloccato in 
situazioni di stress ossidativo e da composti che agiscono come ARE 
induttori, permettendo così l’accumulo d Nrf2 e l’aumento della 
trascrizione genica. Le spiegazioni di tipo meccanicistico per 
comprendere tali distruzione dell’interazione tra Keap1 e Nrf2 sono 
limitate ma è possibile ipotizzare che possano essere coinvolti degli 
eventi simili a quelli coinvolti nel modello corrente. 
La via di trasduzione del segnale Nrf2-Keap1-ARE può essere 
modulata da molte chinasi a monte, incluse la fosfatidilinositolo-3-
chinasi (PI3K), la proteina chinasi C e le proteine chinasi mitogeno-
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attivate (MAPKs). Fosforilazioni di Nrf2 a livello di residui di serina e 
treonina possono influenzare il processo di liberazione di Nrf2, la sua 
traslocazione al nucleo e la sua stabilizzazione.  
Le evidenze sperimentali indicano che sia la proteina chinasi regolata 
da segnale extracellulare ERK, che la chinasi c-jun N-terminale (JNK) 
hanno una influenza positiva sull’attivazione ARE mediata (Keum et 
al., 2003; Yu et al., 1999), mentre la chinasi p38 regolerebbe 
negativamente ARE (Yu et al., 2000), anche se la risposta può variare 
a seconda del tipo cellulare. Anche se non è stato ancora 
completamente chiarito se Nrf2 rappresenta un substrato diretto della 
fosforilazione operata dalle MAPK, è stato dimostrato che l’inibizione 
selettiva di queste vie, prima del trattamento con induttori chimici 
degli enzimi detossificanti, riduce la traslocazione nucleare e 
l’accumulo a livello nucleare della proteina Nrf2 (Kong et al., 2001; 
Owuor et al., 2002; Zipper et al., 2003). Inoltre, le MAPK possono 
influenzare la funzione di Nrf2 mediante la fosforilazione di proteine 
che agiscono come coattivatori della trascrizione, quali cAMP 
response element-binding protein (CREB)-binding protein (CBP) 
(Shen et al., 2004).  
Il potenziale ruolo di PKC nella regolazione di Nrf2/ARE è stato 
suggerito dall’osservazione che l’utilizzo di un inibitore specifico era 
in grado di bloccare la attivazione di Nrf2 in risposta ad antiossidanti 
quali tert-butilidrochinone (tBHQ) (Huang et al., 2000), 
successivamente la Ser40 è stata individuata come sito specifico della 
fosforilazione (Huang et al., 2002b). La fosforilazione di questo 
residuo è richiesta per il rilascio di Nrf2 da parte di Keap 1 ma non per 
la stabilizzazione del fattore di trascrizone, il suo accumulo e per 
l’attivazione di ARE (Bloom et al., 2003). 
La funzione di PI3K è stata individuata osservando che gli inibitori 
specifici di questa via diminuiscono sia la capacità di legame alla 
sequenza ARE sia l’induzione di NQO1 e GSTA2 (Kang et al., 2003; 
Nakaso et al., 2003), tuttavia non esistono prove che l’attivazione di 
tale via porti ad una fosforilazione diretta di Nrf2. E’ stato ipotizzato 
che l’attivazione di tale via da parte di antiossidanti o dello stress 
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ossidativo sia il risultato di una depolimerizzazione dei filamenti di 
actina, che facilita la traslocazione di Nrf2 al nucleo(Kang et al., 
2002). 
E’ stato recentemente dimostrato che Nrf2 rappresenta un substrato di 
fosforilazione della PERK kinasi, una proteina chinasi che deriva dal 
reticolo endoplasmatico, che attraverso questa via attiverebbe un 
meccanismo citoprotettivo in risposta allo stress che interessa il 
reticolo endoplasmatico (ER stress) (Cullinan et al., 2004). 
Una possibile spiegazione della convergenza di così tante vie di 
trasduzione sul “trascrittoma” ARE/Nrf2 potrebbe risiedere nel fatto 
che differenti tessuti e/o tipi cellulari possono esprimere diversi livelli 
di queste proteine segnale per far fronte a diversi tipi di stress 
endogeno o esogeno. Per questa ragione è logico che non tutti questi 
segnali siano attivi contemporaneamente all’interno di un tessuto e 
che queste vi potrebbero essere attivate in sequenza o il parallelo 
come risultato di un cross talk di queste prioteine con il risultato finale 
di una regolazione fine della trascrizione mediata da ARE/Nrf2. 
Va inoltre sottolineato oltre al loro contributo all’induzione degli 
enzimi detossificanti, MAPK, PKC, PI3K e PERK sono ampiamente 
coinvolte nella sopravvivenza e proliferazione cellulare. 

4.1.4 Ruolo del sulforafane nella via mediata da Keap1-Nrf2 

SF è 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 Keap1, aumentando così la 
sua localizzazione nucleare e l’attivazione di geni Nrf2-dipendenti 
(Jeong et al., 2006; McMahon et al., 2003). 
SF è un composto elettrofilo che può reagire con tioli proteici per 
formare addotti tioloacilici ed esibisce un pattern di modificazioni su 
Keap1 nettamente diverso dagli induttori di ARE, che agiscono 
mediante alchilazioni.  
Il trattamento in vivo con SF non porta ad un accumulo di Keap1 
ubiquinata (Hong et al., 2005) come è stato recentemente riportato in 
vitro (Zhang et al., 2005) suggerendo un nuovo meccanismo per la 
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stabilizzazione di Nrf2 con la formazione di addotti tionoacilici tra 
Keap1 e SF (Hong et al., 2005). 
Nonostante il modello in cui Keap1 lega Nrf2 sembri spiegare con 
successo la repressione e l’attivazione di Nrf2 in risposta al 
cambiamento delle condizioni redox, sono state riportate alcune 
considerazioni contrastanti. È stato dimostrato che la sola 
modificazione elettrofila di Keap1 non è sufficiente a rompere il 
complesso Keap1-Nrf2 (Eggler et al., 2005) e che tale complesso può 
essere perturbato attraverso la non-espressione di Keap1 mediante 
siRNA (Devling et al., 2005). Negli epatociti di topo la delezione del 
gene di Keap1 ha attivato Nrf2 e ne ha aumentato il suo accumulo nel 
nucleo portando ad una sovraespressione di molti enzimi di fase 2 
(Okawa et al., 2006). Ciononostante studi successivi hanno chiarito 
che Nrf2 è 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., 2006a). Tuttavia Keap1 può 
fornire un’ulteriore regolazione delle quantità di Nrf2 sia in condizioni 
basali che inducibili.  
La via di trasduzione del segnale Nrf2-Keap1-ARE può essere 
modulata da molte chinasi a monte, incluse la fosfatidilinositolo-3-
chinasi (PI3K), la proteina chinasi C e le proteine chinasi mitogeno-
attivate (MAPKs).  
SF ed il suo analogo erucina, aumentano i livelli di mRNA di NQO1, 
UGT1A1 e MRP2 in cellule Caco2 mediante l’attivazione di ERK e di 
AKT (Jakubikova et al., 2005). Il coinvolgimento di ERK e JNK 
nell’aumento dell’attività trascrizione di ARE indotto da SF è stato 
dimostrato anche in cheratinociti murini (Manandhar et al., 2007). In 
maniera opposta sembra operare il segnale mediato da p38, il cui sito 
di fosforilazione sembra essere differente da quello delle altre chinasi. 
L’overespressione di p38 causa un aumento della interazione tra Nrf2 
e Keap 1 ed attenua la traslocazione, costitutiva ed inducibile, di Nrf2 
al nucleo, mentre la down regolazione di p38 è responsabile 
dell’induzione di HO-1 in cellule Hep G2 in seguito a trattamento con 
SF (Keum et al., 2006). È stata scoperta di recente la capacità di SF di 
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indurre geni regolati da Nrf2 con meccanismo PI3K-dipendente 
(Wang et al., 2008). 
Il ruolo chemiopreventivo di Nrf2 è sottolineato dall’aumentata 
suscettibilità ai composti cancerogeni e dalla perdita della capacità 
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 l’attivazione di enzimi 
antiossidanti e detossificanti di fase 2, ma tale protezione è risultata 
assente nei topi privi del gene codificante per Nrf2 (Fahey et al., 
2002). Tali topi sono risultati più 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 il gene Nrf2 non funzionante hanno manifestato minor 
capacità di indurre enzimi detossificanti, quali la GST e la NQO1 e 
maggiore suscettibilità all’azione di composti elettrofili citotossici 
(McMahon et al., 2001). 
La somministrazione dietetica di semi di broccolo a topi Nrf2 (+/+) e 
Nrf2 (-/-) ha incrementato l’attività 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 attività transferasica è associata ad elevati livelli delle 
isoforme GSTA1/2, GSTA3 e GSTEM1/2. Gli estratti di semi di 
broccoli hanno significativamente aumentato anche i livelli degli 
enzimi GSTA3, GSTM1 e NQO1 nei fibroblasti embrionali dei topi 
Nrf (+/+) (McWalter et al., 2004), confermando ulteriormente che, sia 
in vivo che in vitro, l’azione antiossidante e detossificante di SF, 
attraverso l’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 NQO1, GST, 
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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 
l’adesione, la crescita e il ciclo cellulare, chinasi, fosfatasi, proteine di 
trasporto e fattori di trascrizione. Nrf2 oltre a mediare la trascrizione 
dei geni di fase 2 può regolare l’espressione dei trasportatori di fase 3 
(Hu et al., 2006). 

4.1.5 Induzione degli enzimi di fase 2 mediata dal sulforafane 

SF si è dimostrato il più potente induttore naturale degli enzimi di fase 
2 sia negli animali che nell’uomo (Talalay, 2000), dove c’è una 
relazione inversa fra il livello di enzimi presenti e la suscettibilità ai 
composti cancerogeni (Kwak et al., 2001). 
Gli studi in vitro sulla modulazione dell’espressione genica di fase 2 e 
sull’attività enzimatica si sono basati su vari modelli di linee cellulari, 
in particolare cellule derivate da carcinoma epatico, come le HepG2 
umane e le Hepa1c1c7 di topo. SF e i suoi glutatione-coniugati hanno 
aumentato in modo significativo i livelli di mRNA della UDP-
glucuronosiltransferasi (UGT)1A1 e della GSTA1 sia nelle cellule 
HepG2 che nelle cellule HT29 (Basten et al., 2002). 
Nelle cellule Hepa1c1c7 il trattamento con dosi crescenti di SF per 24 
ore ha triplicato l’induzione massimale di NQO1, rispetto al caso 
controllo trattato con SF 2.5 µM (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 l’effetto di SF 25 µM 
sull’attività enzimatica dell’aldo-cheto reduttasi (AKR), di NQO1, di 
GST e della GR in sette linee cellulari: HepG2, MCF7, MDA-MB-
231, LNCaP, HeLa e HT-29 (Jiang et al., 2003). 
Dosi non tossiche di SF hanno incrementato di 11-17 volte i livelli di 
NQO1, di AKR1C1 e di γGCS (Bonnesen et al., 2001). 
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Gli effetti sulla modulazione enzimatica di fase 2 sono stati 
ampiamente studiati nel tumore prostatico umano dove SF (0.1-15 
µM) ha aumentato in modo significativo l’espressione e l’attività di 
tali enzimi nelle cellule LNCaP, MDA Pca 2a, MDA PCA 2b, PC-3 e 
TSU-Pr1. In particolare SF ha causato una marcata induzione della 
trascrizione del gene di NQO1, accompagnata dall’aumento 
dell’attività enzimatica di NQO1 nelle cellule prostatiche in vitro 
(Brooks et al., 2001). Recentemente induzioni di GST e NQO1 sono 
state determinate in culture di cellule della vescica (Zhang et al., 
2006). SF non è attivo solo nelle cellule tumorali, ma anche su linee 
cellulari non trasformate. Sono stati scoperti livelli altamente 
inducibili di NQO1 nella linea cellulare epiteliale RL34 non mutata di 
ratto, in cui la risposta fenotipica riassume più da vicino l’effetto 
rispetto a quanto osservato nel fegato di roditore (McMahon et al., 
2003). Inoltre SF ha indotto l’espressione di NQO1 e delle isoforme 
A1 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 l’espressione di NQO1, ma non la trascrizione di GSTA1 
(Gross-Steinmeyer et al., 2004). 
Inoltre SF ha indotto enzimi detossificanti di fase 2 e l’espressione 
degli mRNA di UDPG1A1 e GSTA1 negli epatociti umani, 
nonostante l’aumento di UGT1A1 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 µmol/kg al giorno) per 4 o 5 giorni, ha aumentato i livelli 
degli enzimi di fase 2 in fegato, polmoni, pancreas, stomaco, colon e 
ghiandole mammarie di topo e ratto (Gerhauser et al., 1997; Keck et 
al., 2002; Matusheski et al., 2001). A dosi minori (40 µmol/kg al 
giorno) SF ha incrementato l’attività di GST e NQO1 nel duodeno, 
nella prima parte dello stomaco e soprattutto nella vescica (Munday et 
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al., 2004; Zhang et al., 2006). Infine, alle dosi assunte con la dieta, SF 
ha indotto, con meccanismo dose-dipendente, NQO1, ma non ha 
modificato l’attività di GST, di UGT e dell’epossidoidrolasi nei ratti 
(Yoxall et al., 2005). 
In generale, quindi, GST è marcatamente meno sensibile all’induzione 
mediata da SF, rispetto a NQO1. Tale discrepanza è dovuta 
probabilmente alle numerose sottoclassi di GST: quando viene 
misurata l’attività totale di GST, una forte induzione di una particolare 
subunità può essere mascherata parzialmente dall’attività di altre 
subunità. Nonostante ciò gli studi sull’uomo hanno evidenziato che un 
elevato consumo di Brassicaceae porta ad un aumento di attività di 
GST (Bogaards et al., 1994; Petri et al., 2003). 
Concludendo, anche alle dosi dietetiche, SF può modulare i sistemi 
enzimatici che metabolizzano gli xenobiotici aumentando la 
detossificazione dei composti cancerogeni, un importante meccanismo 
di attività chemiopreventiva. 
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5 SCOPO DELLA TESI 

Le malattie cardiovascolari costituiscono la causa principale di morte, 
la causa più frequente di ricovero ospedaliero e una delle cause più 
importanti di invalidità; sono malattie di cui si conoscono bene i 
fattori di rischio cioè quelle caratteristiche che se presenti in una 
popolazione o in un individuo, indicano la maggiore probabilità di 
andare incontro alla malattia. Gli studi epidemiologici degli ultimi 
anni hanno dimostrato la reversibilità del rischio, cioè la possibilità di 
ridurre o di ritardare la comparsa degli eventi attraverso la 
modificazione dello stile di vita. Inoltre le malattie cardiovascolari 
sono fra le cause più frequenti che producono, in età avanzata, 
disabilità e deficit delle funzioni cognitive. In questo contesto di 
promozione del benessere psico-fisico e di prevenzione delle malattie 
cronico-degenerative mediante una alimentazione definita “ottimale”, 
si colloca la ricerca nutrizionale nell’ambito degli alimenti funzionali. 
La conoscenza delle basi biochimiche delle malattie ha indotto a 
verificare l’ipotesi di poter modulare le funzioni cellulari e potenziare 
i sistemi di difesa dell’organismo attraverso composti (nutrienti e 
soprattutto non nutrienti) presenti negli alimenti naturali. Qualora sia 
dimostrabile attraverso adeguati modelli sperimentali e successivi trial 
clinici un effetto monitorabile sulla salute dell’uomo è lecito parlare di 
effetti funzionali e qualificare un alimento (o un suo componente) 
come alimento funzionale. 
Il ruolo acclarato dello stress ossidativo, determinato da uno 
sbilanciamento tra produzione di specie reattive dell’ossigeno e difese 
antiossidanti, nell’eziologia di diverse forme di patologie cardiache, 
tra cui l’aterosclerosi, il danno da ischemia-riperfusione, 
l’insufficienza cardiaca congestizia, nonchè le cardiomiopatie farmaco 
indotte (Kang, 2007; Kutala et al., 2007; McCord, 1985; Villamena et 
al., 2004), ha portato ad una intensa indagine del potenziale ruolo 
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protettivo svolto da molecole antiossidanti presenti negli alimenti, nei 
confronti del danno ossidativo a livello cardiovascolare (Lefer et al., 
2000). Sebbene studi in vitro e su modelli animali abbiano dimostrato 
che la somministrazione di antiossidanti esogeni può esercitare un 
effetto protettivo in disturbi cardiovascolari di tipo ossidativo (Diplock 
et al., 1998; Giugliano, 2000; Wattanapitayakul et al., 2001), lo 
studio dell’effetto di una assunzione dietetica di antiossidanti nella 
prevenzione di patologie nell’uomo ha dato risultati contrastanti, che 
potrebbero in parte essere giustificati da fattori quali una breve 
emivita, una limitata permeabilità cellulare ed una scarsa 
biodisponibilità di questi composti in vivo (Bolli et al., 2004; Gaziano, 
2004; Lonn et al., 2005; Seifried et al., 2007; Valko et al., 2007). 
Un’altra strategia per proteggere la cellula cardiaca dalla 
degenerazione legata al danno ossidativo consiste nella up-
regolazione, per mezzo di induttori chimici naturali o di sintesi, di una 
serie di antiossidanti endogeni e di enzimi detossificanti di fase 2 del 
metabolismo degli xeno biotici (Cao et al., 2006; Li et al., 2006b). 
Benchè gli enzimi di fase 2 siano tradizionalmente identificati come 
quelli che catalizzano la coniugazione di ligandi endogeni, glutatione 
ed acido glucuronico, a substrati endo e xenobiotici, questa 
classificazione si sta espandendo fino ad includere proteine che 
catalizzano un ampio spettro di reazioni che conferiscono 
citoprotezione contro la tossicità di elettrofili e specie reattive 
dell’ossigeno (Talalay, 2000). 
La conseguenza principale di tale induzione sarebbe quindi un 
rafforzamento della capacità antiossidante cellulare. 
Negli ultimi anni, grande interesse è stato rivolto all’individuazione di 
alimenti, o di particolari micronutrienti in essi contenuti, in grado di 
modulare la sintesi endogena di questi enzimi.  
Studi epidemiologici hanno evidenziato una correlazione inversa tra 
l'assunzione di Crucifereae ed il rischio di molte forme di cancro e 
questa associazione è risultata essere più stringente rispetto a quella 
tra il rischio di cancro e l'assunzione di frutta e verdura in generale 
(van Poppel et al., 1999). Dal momento che le Crucifereae, in 
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particolare i vegetali appartenenti al genere Brassica, sono 
caratterizzate in modo peculiare dal contenuto in glucosinolati, di cui 
rappresentano la principale fonte di assunzione della dieta umana, è a 
questi fitocomponenti che potrebbero essere ascritti gli effetti di 
promozione della salute (Zhang, 2004). 
Gli ITC sono metaboliti secondari derivanti dall’idrolisi dei 
glucosinolati, una classe di composti presente nei vegetali della 
famiglia delle Brassicaeae. In particolare il sulforafane, prodotto 
metabolico del 4-metilsulfonilbutil glucosinolato, glucorafanina, 
presente prevalentemente nei broccoli, cavoli e cavolini di Brussel, è 
un composto a riconosciuta azione chemiopreventiva, il cui 
meccanismo è attribuibile alla capacità di indurre enzimi detossificanti 
di fase 2, la maggior parte dei quali possiede anche attività 
antiossidanti (Basten et al., 2002; Fahey et al., 1997; Thimmulappa et 
al., 2002), di inibire gli enzimi di fase 1 responsabili dell’attivazione 
di molte sostanze ad azione carcinogenica (Langouet et al., 2000), di 
indurre l’arresto del ciclo cellulare e l’apoptosi (Gamet-Payrastre et 
al., 2000). 
Mentre la up-regolazione del sistema di difesa antiossidante cellulare 
e degli enzimi di fase 2 si è dimostrato un approccio efficace nei 
confronti della carcinogenesi in modelli animali e trial clinici, l’attuale 
comprensione dell’effetto e del meccanismo d’azione di induttori 
chimici a livello cardiaco è ancora piuttosto limitata.  
Una tale strategia citoprotettiva affonda le basi in una migliore e più 
profonda comprensione dei meccanismi e delle vie di trasduzione del 
segnale che regolano l’induzione dell’espressione dei diversi enzimi 
antiossidanti e di fase 2. 
Il fatto che il sistema antiossidante endogeno sia regolato in modo 
coordinato ha fatto ipotizzare che tale regolazione avvenga tramite 
una via di segnalazione comune, quale quella rappresentata dal 
sistema nuclear factor E2-related factor 2/Antioxidant Responsive 
Element (Nrf2/ARE). 
Studi recenti hanno evidenziato il ruolo chiave del fattore di 
trascrizione Nrf2, in grado di legarsi alla sequenza ARE nella regione 
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del promotore di numerosi geni citoprotettivi (Motohashi et al., 2004). 
Un confronto del profilo trascrizionale di topi geneticamente deficienti 
di Nrf2 rispetto al corrispondente wild-type, in seguito a trattamento 
con SF, ha permesso di identificare diversi nuovi geni target di questo 
composto chemiopreventivo, la cui regolazione a livello basale ed 
inducibile è mediata dall’azione di Nrf2 (Thimmulappa et al., 2002). 
Alla luce di quanto detto, scopo della ricerca riportata in questa 
tesi è stato valutare il potenziale effetto protettivo di tipo 
antiossidante indiretto, mediato dall’induzione degli enzimi 
detossificanti/antiossidanti nella cellula cardiaca, da parte di SF. 
Come modello di studio sono state utilizzate colture primarie di 
cardiomiociti neonatali di ratto. L’uso di tali colture permette 
l’osservazione diretta di quanto avviene a livello cellulare escludendo 
eventuali interferenze che si possono verificare nell’organo isolato o 
in vivo. Le cellule sono state trattate con SF 5 µM per tempi differenti 
e sono state valutate sia la capacità di SF di ridurre la produzione 
intracellulare di ROS sia di proteggere le cellule dallo stress 
ossidativo. Per meglio caratterizzare il meccanismo sotteso sono stati 
valutati gli effetti di SF sia a livello di trascrizione genica che di 
traduzione dei principali enzimi detossificanti/antiossidanti di fase 2 
quali GST, GR, GPx, TR, NQO1, SOD e CAT.  
Oltre all’aspetto funzionale, un approccio fondamentale nella 
comprensione del meccanismo citoprotettivo ed ulteriore scopo di 
questa tesi è stato l’individuazione dei bersagli molecolari del SF e 
dell’influenza che questi esercitano nella induzione dell’attività 
trascrizionale ARE-mediata.  
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6 MATERIALI E METODI 

6.1 PREPARAZIONE DELLE COLTURE CELLULARI DI 
CARDIOMIOCITI NEONATALI (YAGEV ET AL., 1984) 

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). I 
ratti sono stati sacrificati per decapitazione, il torace inciso ed i 
ventricoli cardiaci prelevati. In figura 6.1 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, KH2PO4 93 mM, Na2HPO4 38.5 
mM, NaHCO3 1.2 M ed inositolo 0.5 mM (Sigma-Aldrich Co.)), 
lavati in questo medium e finemente sminuzzati. 
Lo special medium è stato quindi sostituito con il medium di 
tripsinizzazione, ottenuto aggiungendo tripsina (0.25% v/v) (Sigma-
Aldrich Co.) allo special medium, in quantità 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 è stato 
rimosso, lasciando il tessuto immerso in un piccolo volume residuo 
(meno di 1/10 del volume iniziale). Il recipiente è stato posto in un 
incubatore a 37°C, CO2 5%, umidità 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 è intorno ai 37°C, durante le 18 
ore a 4°C è pressoché inattiva, ma imbibisce i frammenti di tessuto 
cardiaco. I successivi 30 minuti a 37°C sono pertanto sufficienti ad 



Materiali e Metodi 

68 

ottenere una disgregazione del tessuto senza determinare un danno 
alle cellule. 
Si è quindi proceduto alla risospensione dei frammenti di tessuto in 
medium completo (DMEM F-12 supplementato con 10% (v/v) di 
siero bovino fetale (FCS), 10% (v/v) di siero di cavallo (HS), sodio 
piruvato 1mM, 1% gentamicina (v/v) ed 1% anfotericina B (v/v) 
(Sigma-Aldrich Co.)), in rapporto di 1 mL di medium/100 mg di 
tessuto iniziale. In tale medium le cellule sono state disgregate 
ulteriormente con l’ausilio di una pipetta pasteur sterile. La 
sospensione così ottenuta è stata filtrata attraverso una garza sterile in 
una fiasca per colture cellulari e incubata a 37°C, CO2 5%, umidità 
95%, per 30 minuti. La fiasca è 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 
più pura possibile. In particolare, durante il “pre-plating”, le cellule 
non muscolari presenti, caratterizzate da una maggiore adesività ai 
supporti di plastica, aderiscono saldamente al fondo della fiasca, 
mentre i cardiomiociti rimangono nella sospensione; quest’ultima 
risulterà quindi virtualmente “pura” al successivo travaso. 
Terminate le fasi di “pre-plating”, le cellule sono state contate con 
l’ausilio di un emocitometro e portate ad una concentrazione di 5x105 
cellule/mL attraverso una diluizione con medium completo. 
La sospensione di cellule così ottenuta è stata seminata in piatti petri, 
piastre multipozzetto e fiasche ed incubata a 37°C, CO2 5%, umidità 
95%. 
Ogni 48 ore è stato effettuato il cambio medium: il medium di crescita 
delle cellule è stato aspirato con l’ausilio di una pompa da vuoto e 
sostituito con un nuovo medium DMEM F-12 completo. 
 
 
 
 



Materiali e Metodi 

69 

 

 
 
 
Figura 6.1: metodo di Yagev per la preparazione delle colture di 
cardiomiociti neonatali. 
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6.2 SUPPLEMENTAZIONE CON SULFORAFANE 

Il sulforafane (SF) (LKT Laboratories) è 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 
µM per tempi differenti (30minuti, 1, 3, 6, 12, 24 e 48 ore). 

6.3 DETERMINAZIONE DELLE ATTIVITÀ ENZIMATICHE 

6.3.1 Valutazione dell’attività dell’enzima glutatione-S-transferasi 
(GST) 

Per la determinazione dell’attività della GST è 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    
 

Il GS-DNB assorbe a 340 nm e l'entità dell'incremento di assorbanza è 
proporzionale all'attività della GST. 
Sono state calcolate le variazioni di assorbanza (∆A340 )/min sia per i 
campioni sia per il bianco utilizzando la seguente equazione: 
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L'attività di GST è stata calcolata attraverso l'equazione: 
 
 
 
dove: 
dil: 

fattore di diluizione 
εmM (mM-1cm-1): 9.6 mM-1cm-1 coefficiente del coniugato di CDNB a 
340 nm 
V: il volume di reazione 
Venz : il volume dei campioni testati. 
L’attività di GST è stata espressa come nmol/min/mg proteine. 
 
I lisati cellulari utilizzati per la determinazione dell’attività della GST 
sono stati ottenuti staccando le cellule dal supporto di plastica, con 
l'ausilio di un “cell scraper”, in 6 mL di PBS; le sospensioni cellulari 
così ottenute sono state centrifugate a 300xg per 10 minuti a 4°C ed il 
surnatante eliminato. Ai pellet sono stati aggiunti 150 µL di tampone 
di lisi (Cell Lytic and Protease Inhibitor Cocktail (Sigma-Aldrich 
Co.). I campioni sono stati mantenuti a 4°C per 60 minuti, vortexando 
ogni 10 minuti per favorire la lisi cellulare.  
I campioni sono stati infine centrifugati a 12,000 g per 15 minuti per 
far precipitare i debris cellulari non lisati, il surnatante è stato rimosso, 
aliquotato e conservato a -80°C ed utilizzato entro una settimana. 

6.3.2 Valutazione dell’attività dell’enzima glutatione reduttasi (GR) 

Per la determinazione dell’attività della GR è stato impiegato un 
metodo che si basa sulla riduzione di GSSG (2mM) ad opera del 
NADPH (2mM) in presenza di glutatione reduttasi: 

∆A340  /min=  
A340 (finale) - A340 (iniziale) 

Tempo di reazione (min)

= µmol/ ml/ min
A340 / min* V(ml) * dil 

εmM* Venz (ml) 
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                                                  GR 

NADPH + H+ + GSSG                             NADP+ +2 GSH 
  
Il glutatione ridotto formato può 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 può 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 i casi le variazioni rilevate sono proporzionali all'attività 
dell'enzima GR. 
L’attività dell’enzima è stata calcolata utilizzando la formula: 
 
 
 
 
 
 
per NADPH εmM= 6.22 mM-1cm-1 

per TNB εmM= 14.15 mM-1cm-1 

 
Un’unità di GR è quella che causa la riduzione di 1 µmol di 
DTNB a TNB a 25°C, pH 7.5. 
I lisati cellulari utilizzati per la determinazione dell’attività della GR 
sono stati ottenuti staccando le cellule dal supporto di plastica, con 
l'ausilio di un “cell scraper”, in 6 mL di PBS; le sospensioni cellulari 
così ottenute sono state centrifugate a 300xg per 10 minuti a 4°C ed il 
surnatante eliminato. Ai pellet sono stati aggiunti 150 µL di tampone 
di lisi (Cell Lytic and Protease Inhibitor Cocktail (Sigma-Aldrich 

unità/ ml =  

(∆Acampione - ∆Abianco )* dil 

εmM* V campione (ml) 
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Co.). I campioni sono stati mantenuti a 4°C per 60 minuti, vortexando 
ogni 10 minuti per favorire la lisi cellulare.  
I campioni sono stati infine centrifugati a 12,000 g per 15 minuti per 
far precipitare i debris cellulari non lisati, il surnatante è stato rimosso, 
aliquotato e conservato a -80°C ed utilizzato entro una settimana. 

6.3.3 Valutazione dell’attività dell’enzima glutatione perossidasi 
(GPx) 

L’attività della GPx-1 è 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 enzimatica indiretta basato sull’ossidazione 
del GSH a GSSG, catalizzato dalla GPx. La rigenerazione del GSH è 
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 l’entità 
dell’ossidazione del NADPH a NADP+. Questo è indicativo 
dell’attività della GPx, poiché la reazione catalizzata dalla GPx 
rappresenta la tappa limitante l’intero processo catalitico. 
                      
                                      GPx 

L-OOH + 2GSH                   L-OH + GSSG + H2O 
  

  GR 
GSSG + NADPH + H+                               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 l’utilizzo di un “cell scraper”. La sospensione di cellule così 
ottenuta è stata omogenata utilizzando un potter a bassissima velocità. 
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I campioni sono stati centrifugati a 4°C a 2000 g per 25 minuti ed è 
stato prelevato il sovranatante. L’attività della GPx è 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 è stata infine avviata con l’aggiunta 
di 10 µL di terbutil-idroperossido 30 mM. 
L’attività della GPx-1 è stata espressa come mU/mg di proteina. La 
concentrazione proteica è stata valutata utilizzando il metodo di 
Bradford (1976). 
Un’unità di GPx è la quantità di enzima in grado di determinare la 
formazione di 1 µmol/min di NADP+ a pH 8.0, ad una temperatura di 
25°C in presenza di GSH, glutatione reduttasi e terbutil-idroperossido 
30 mM. 

6.3.4 Valutazione dell’attività dell’enzima superossido dismutasi 
(SOD) 

Per la determinazione dell’attività della SOD è stato impiegato un 
metodo che sfrutta la capacità del sale monosodico 2-(4-Iodofenil)-3-
(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolio (WST-1), solubile in 
acqua, di formare un sale di formazano, che assorbe alla lunghezza 
d’onda di 450 nm quando reagisce in presenza di anione superossido 
(O2

.-). Il sistema di reazione utilizza come fonte di O2
.- la reazione tra 

xantina e xantina ossidasi. La SOD, presente nel campione, sequestra 
parte di O2

.- prodotto riducendolo ad acqua ossigenata (H2O2) e 
ossigeno (O2), impedendogli di reagire con WST-1 e formare il sale di 
formazano colorato. L’assorbanza è stata misurata utilizzando un 
lettore di piastre multipozzetto (VICTOR3 V™ Multilabel Counter, 
Perkin Elmer).  
Al termine di ogni esperimento le cellule sono state lavate con PBS e 
ad ogni piatto sono stati aggiunti 1 mL di tampone potassio fosfato 
100 mM, pH 7.5, contenente EDTA 1 mM (Sigma-Aldrich Co.). Le 
cellule, mantenute in ghiaccio, sono state rimosse dal supporto di 
plastica mediante l’utilizzo di un “cell scraper”. La sospensione di 
cellule così ottenuta è stata sottoposta a 2 cicli di gelo/sgelo per 
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favorire la lisi cellulare. I campioni sono stati centrifugati a 4°C a 
12,000 g per 15 minuti ed è stato prelevato il surnatante su cui è stata 
effettuata la determinazione enzimatica. 
L’attività della SOD, è stata calcolata come percentuale d’inibizione 
rispetto al bianco. 
 
% inibizione = [(Abianco – Acampione)/Abianco] x 100 
 
Costruendo una retta di taratura utilizzando concentrazioni note di 
SOD (Sigma) è possibile calcolare l’attività dei campioni in U/mg di 
proteina: 
dove: 

y intercetta: valore di intersezione tra la retta di taratura e l’asse delle 
ordinate 
pendenza: coefficiente angolare della retta di taratura 
mgp: mg di proteine contenute nel campione 
 
Il sistema di reazione è schematizzato in figura 6.2a, mentre la 
reazione di formazione del sale di formazano è riportata in figura 6.2b. 
Un’unità di SOD inibisce del 50% la riduzione del citocromo c in un 
sistema accoppiato con XO a pH 7,8 e temperatura di 25°C. 
 
 
 
 
 
 
 

= U/mgp 
Pendenza * Venz(ml) 

(% inibiz campione -  y intercetta) * diluizione * mgp 
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(a) 
 
 
 
 
 
 
 
(b) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 6.2: determinazione dell’attività della SOD. (a) 
schematizzazione del sistema di reazione per la determinazione 
dell’attività della SOD. Si può notare come la SOD sottraendo anione 
superossido al sistema impedisca l’ossidazione di WST-1 a formazano 
determinando così una riduzione dell’assorbimento della soluzione a 
450nm. (b) modificazione della struttura del WST-1 in seguito alla 
reazione con O2

-. 

6.3.5 Valutazione dell’attività dell’enzima catalasi (CAT) 

Il metodo si basa sulla reazione della CAT con il metanolo (CH3OH) 
in presenza di una concentrazione ottimale di acqua ossigenata 
(H2O2): 
   
CH3OH + H2O2                                              HCHO + H2O 
 

CAT 
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La reazione, che produce formaldeide (HCHO), viene bloccata dopo 
un tempo di 20 minuti (tempo di reazione) con l’aggiunta di idrossido 
di potassio 4M (KOH). 
La formazione di HCHO è 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 (figura 6.3 a) che, in presenza di periodato (IO4

-), 
cambia la propria colorazione con un massimo di assorbimento alla 
lunghezza d’onda di 540 nm (figura 6.3 b). L’assorbanza è stata 
misurata utilizzando un lettore di piastre multipozzetto (VICTOR3 
V™ Multilabel Counter, Perkin Elmer). 
 

 
Figura 6.3: (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. 
 
Al termine di ogni esperimento le cellule sono state lavate con PBS e 
ad ogni piatto sono stati aggiunti 1 mL di tampone potassio fosfato 
100 mM, pH 7.5, contenente EDTA 1 mM (Sigma-Aldrich Co.). Le 
cellule, mantenute in ghiaccio, sono state rimosse dal supporto di 
plastica mediante l’utilizzo di un “cell scraper”. La sospensione di 
cellule così ottenuta è stata sottoposta a 2 cicli di gelo/sgelo per 
favorire la lisi cellulare. I campioni sono stati centrifugati a 4°C a 
12,000 g per 15 minuti ed è stato prelevato il surnatante su cui è stata 
effettuata la determinazione enzimatica. 
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Dopo aver costruito una retta di taratura utilizzando HCHO standard a 
diverse concentrazioni, l’attività della CAT è stata calcolata secondo 
la seguente formula: 

 
dove: 
y intercetta: valore di intersezione tra la retta di taratura e l’asse delle 
ordinate 
pendenza: coefficiente angolare della retta di taratura 
mgp: mg di proteine contenute nel campione 

6.3.6 Valutazione dell’attività dell’enzima tioredoxina reduttasi 
(TR) 

Per la determinazione dell’attività della tioredoxina reduttasi è stato 
utilizzato un saggio colorimetrico basato sulla riduzione NADPH 
mediata del DTNB, che porta alla produzione di TNB, caratterizzato 
da un’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) 2 + NADP+ 
 
                                           Spontanea 
TRX-(SH)2 + proteine                              TRX-S-S + proteine(SH)2 
 
                                                   TR 
DTNB + NADPH + H+                                  2TNB + NADP+              

= nmol/min/mgp 

Pendenza * tempo di reazione* Venz(ml)

(Assorbanza campione -  y intercetta) * diluizione*mgp 
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Per ogni mole di NADPH ossidato si formano due moli di TNB. 
Il saggio è 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-1cm-1). 
Nei campioni biologici sono presenti altri enzimi, quali la glutatione 
reduttasi e la glutatione perossidasi, in grado di ridurre il DTNB, 
perciò, per evitare di ottenere dei falsi positivi, è stato impiegato un 
inibitore specifico della tioredoxina reduttasi. 
In primo luogo è stata misurata la riduzione totale di DTNB e 
successivamente la riduzione in presenza di inibitore, la differenza tra 
i due risultati ha fornito la riduzione di TNB dovuta alla sola 
tioredoxina reduttasi. 
Al termine dei ogni esperimento le cellule sono state lavate con PBS 
freddo e staccate dal supporto di plastica con l'ausilio di un “cell 
scraper” in 6 mL di PB. Le sospensioni cellulari così ottenute sono 
state centrifugate a 300xg per 10 minuti a 4°C ed il surnatante 
eliminato. Ai pellet sono stati aggiunti 150 µL di tampone di lisi (Cell 
Lytic and Protease Inhibitor Cocktail (Sigma-Aldrich Co.). I campioni 
sono stati mantenuti a 4°C per 60 minuti, vortexando ogni 10 minuti 
per favorire la lisi cellulare.  I campioni sono stati infine centrifugati a 
12,000 g per 15 minuti per far precipitare i debris cellulari non lisati, il 
surnatante è stato rimosso, aliquotato e conservato a -80°C ed 
utilizzato entro una settimana.  
L’attività dell’enzima è stata calcolata attraverso la seguente formula: 
 
 
 
 
 
Dove: 
∆A412/min (tioredoxina reduttasi)= ∆A412/min (campione) - ∆A412/min 
(campione + inibitore) 
dil: fattore di diluizione 
Venz: il volume dei campioni testati. 

unità/ ml =  
∆A412 / min (tioredoxina reduttasi)* dil 

Venz (ml) 
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Un’unità di TR è quella che causa un incremento nell’assorbanza 
misurata a 412 nm di 1.0 per minuto a 25°C, pH 7.0. 

6.3.7 Valutazione dell’attività dell’enzima NADPH chinone 
reduttasi (NQO1) 

Il saggio della chinone reduttasi è stato effettuato misurando la 
riduzione di MTT NADPH-dipendente menadiolo-mediata 
(Prochaska et al., 1988) (figura 6.4). 
Eliminato il medium dalle cellule seminate in piastre da 96 pozzetti, 
sono stati addizionati 50 µL 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 µL di mix di 
reazione [6.225 mL di TRIS-HCl 0,5 M, 83 mg di albumina sierica 
bovina (BSA), 830 µL di Tween 20 (1,5%), 83 µL di FAD 7.5 mM, 
830 µL di glucosio 6-fosfato (G6P) 150 mM, 74.7 µL 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 l’assorbanza a 595 nm, mediante spettrofotometro. 
L’attività dell’enzima è stata calcolata attraverso la seguente formula: 
 
 
 
 
 
Dove: 
dil: fattore di diluizione 
Venz: 5 µL volume dei campioni testati 
V (ml): 0.2 volume totale 
εmM 0.55 mM-1cm-1 

 
 
 
 

εmM* V enz (ml) 

∆595 / min* V (ml) * dil 



Materiali e Metodi 

81 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6.4: schema delle reazioni di riduzione dell'MTT (Prochaska et 
al., 1988). 

6.4 VALUTAZIONE DEI LIVELLI INTRACELLULARI DI 
GLUTATIONE RIDOTTO (GSH)  

Il glutatione è uno dei più importanti sistemi antiossidanti endogeni. 
Si trova ubiquitariamente all’interno della cellula e contribuisce al 
mantenimento dello stato redox ottimale. Esiste sia nella forma ridotta 
(GSH), sia in quella ossidata (GSSG) e partecipa alle reazioni redox 
attraverso l’ossidazione dei gruppi tiolici. 
Il contenuto di GSH intracellulare è stato determinato utilizzando la 
sonda fluorescente monoclorobimano (MCB). GSH viene coniugato in 
modo specifico da MCB formando l’addotto fluorescente GSH-
bimano, attraverso una reazione catalizzata dalla glutatione S-
transferasi. La concentrazione dell’addotto aumenta progressivamente 
durante i primi 10-12 minuti di reazione seguendo una cinetica di 
primo ordine.  
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Le cellule sono state seminate in piastre da 96 pozzetti. Dopo la 
supplementazione con SF il medium è 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 µM. 
Dopo l’incubazione l’intensità di emissione è stata determinata a 460 
nm, in seguito ad eccitazione a 355 nm, utilizzando un lettore di 
piastre multipozzetto (VICTOR3 V™ Multilabel Counter, Perkin 
Elmer). 

6.5 VALUTAZIONE DELLA FORMAZIONE 
INTRACELLULARE DI SPECIE REATTIVE 
DELL’OSSIGENO (ROS)      

La valutazione dello stress ossidativo cellulare è stata effettuata 
utilizzando 2’,7’-diclorofluorescina diacetilata (DCFH-DA). Tale 
composto diffonde attraverso le membrane all’interno della cellula 
dove viene enzimaticamente deacetilata da esterasi intracellulari che la 
riducono a DCFH, un composto più idrofilo e non fluorescente. In 
presenza di specie reattive dell’ossigeno, DCFH è rapidamente 
ossidata nel composto fluorescente DCF (figura 6.5).  
Le cellule seminate in piastre da 96 pozzetti, sono state pretrattate con 
SF per tempi differenti (6, 12, 24 e 48 ore), al termine dei quali sono 
state lavate con PBS; ad ogni pozzetto sono stati aggiunti 100 µL di 
soluzione di lavoro (soluzione di DCFH-DA in DMSO 10 µg/mL) per 
30 minuti. 
Successivamente le cellule sono state sottoposte a stress ossidativo 
mediante l’aggiunta H2O2 100µM (100 µL per pozzetto). Dopo 30 
minuti, l’intensità di emissione di fluorescenza è 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’attività antiossidante intracellulare è stata espressa come 
percentuale di inibizione delle ROS intracellulari prodotte in seguito 
all’esposizione al perossido di idrogeno. 
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Figura 6.5: meccanismo d’azione della DCFH nella valutazione della 
produzione di ROS . 

6.6 ANALISI DELLA VITALITÀ CELLULARE 

La vitalità cellulare è stata determinata con il saggio del MTT.  
Il metodo si basa sulla riduzione, da parte delle cellule vitali, del 3-
[4,5-dimetiltiazolo-2-il]-2,5-difeniltetraziolio bromuro (MTT) di 
colore giallo in un sale insolubile di formazano di colore blu (figura 
6.6).  
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L’MTT è ridotto a formazano dalla succinato deidrogenasi, che 
appartiene alla catena respiratoria mitocondriale ed è attiva solo in 
cellule vitali. 
 
 
 
 
 

 

 

 
 
 

Figura 6.6: reazione intracellulare di formazione di formazano da 
MTT. 
 
E’ stata preparata una soluzione stock di MTT 5 mg/ml in PBS sterile, 
conservata a -20ºC.  
Questa soluzione è stata aggiunta direttamente al medium di coltura in 
modo da ottenere una concentrazione finale di MTT 0.5 mg/mL. Le 
cellule sono stata poste in incubatore, dopo 1 h è stato eliminato il 
medium contenente MTT ed è stato aggiunto dimetilsolfossido 
(DMSO) con il duplice fine di lisare le cellule e solubilizzare i cristalli 
di formazano formatisi. 
L’assorbanza di questa soluzione è stata determinate a 595 nm 
utilizzando un lettore di piastre multipozzetto (VICTOR3 V™ 
Multilabel Counter, Perkin Elmer). La vitalità è stata espressa come 
percentuale rispetto ai valori di assorbanza ottenuti per le cellule 
controllo. 

6.7 TECNICHE DI IMMUNOBLOTTING 

Al termine del trattamento le cellule sono state lavate con PBS freddo 
senza Ca+2 e Mg+2 e staccate dai piatti di coltura con l’utilizzo di un 
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cell scraper. Mediante centrifugazione a 300 x g per 5 min si è 
ottenuto un pellet cellulare che è stato risospeso in tampone di lisi 
(Tris (50mM), Triton X-100 (0.1%), NaCl (150mM) e EGTA/EDTA 
(2 mM) a pH 7.4, contenente “mammalian protease inhibitor cocktail” 
1%, sodio pirofosfato (1 mM), fenetilmetilsulfonil fluoruro (0.5 mM), 
sodio vanadato (1 mM) e sodio fluoruro (50 mM)). Il lisato ottenuto è 
stato trasferito in eppendorf e lasciato riposare in ghiaccio per 45 min. 
Il lisato è stato poi centrifugato a 14,000 x g per 5 min a 4o C per 
rimuovere detriti cellulari e nuclei. La concentrazione di proteine nel 
sovranatante è stata determinata tramite il metodo di Bradford. I 
campioni così ottenuti sono stati trattati con Loading Buffer (Tris-Cl 
1M pH 6.8, SDS 8%, glicerolo 20%, blu di bromofenolo 0.024% e β-
mercaptoetanolo 4%; quest’ultimo è 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. 
Dopo aver allestito la camera per SDS-PAGE, una quantità pari a 20 
µg di proteine per ciascun campione è stata sottoposta ad elettroforesi 
su gel di poliacrilammide al 10% (per un gel di circa 10 mL 
occorrono: 4.0 mL di H2O, 3.4 mL di acrilammide 30%, 2.6 mL di 
tampone Tris, pH 8.8 1.5 M, 100 µL di SDS 10%, 100 µL di ammonio 
persolfato 10% e 4.0 µL di TEMED) applicando una differenza di 
potenziale di 80 mVolt per almeno 60 minuti. 
Al termine della corsa elettroforetica, le bande separate sono state 
trasferite su una membrana di nitrocellulosa Hybond™-C Extra (GE 
Healthcare) tramite elettroblotting, applicando una differenza di 
potenziale di 110 mVolt per 90 minuti. Successivamente la membrana 
è stata saturata per un’ora circa con latte fat-free in polvere al 5% 
(w/v) in TBS Tween (Tris 20 mM pH 7.6, NaCl 150 mM, Tween-20 
0.1%) ed incubata con l’anticorpo primario per tutta la notte a 4°C su 
scuotitore orbitante. 
Sono stati impiegati i seguenti anticorpi primari: anti-glutatione-S-
transferasi α (Alpha Diagnostic International, San Antonio, TX, 
USA), anti-glutatione reduttasi (Labfrontier, Seoul, Korea), anti-
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tioredoxina reduttasi I (Upstate, Lake Placid, NY, USA), anti-
glutatione perossidasi I (LabFrontier, Seoul, Korea), anti-NADPH 
chinone ossido reduttasi 1, anti-Nrf2 (Santa Cruz Biotechnology,), 
anti-Phospho ERK 1/2, anti-Phospho Akt (Cell Signaling 
Technology). Gli anticorpi anti-β actina (Sigma Aldrich), anti 
laminina A/C (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) sono 
stati utilizzati come controlli di carica. 
Dopo tre lavaggi con TBS/Tween, la membrana è stata incubata per 
60 minuti con l’opportuno anticorpo secondario anti-IgG di coniglio o 
di topo, coniugato con perossidasi. 
Trascorso il tempo indicato, sono stati eseguiti altri tre lavaggi con 
TBS/Tween e si è proceduto alla rivelazione. Questa è stata effettuata 
incubando la membrana di nitrocellulosa, per un minuto, con una 
soluzione di rivelazione enhanced chemiluminescence (ECL) 
detection kit (GE Healthcare), che genera chemiluminescenza per 
effetto dell’attività della perossidasi legata all’anticorpo secondario.  
Le bande sono state visualizzate utilizzando un Versa–Doc 4000 
Imaging System (Bio-Rad) ed analizzate usando Quantity One 1-D 
Analysis software (BioRad). I pesi molecolari delle bande sono stati 
calcolati per confronto con degli standards (PageRuler™ plus 
Prestained Protein Ladder, Fermentas, MW 10 – 250 kDa) che sono 
stati fatti correre in parallelo con i campioni. 

6.8 ANALISI RT-PCR PER LO STUDIO DELL’ESPRESSIONE 
GENICA 

I cardiomiociti sono stati trattati con SF 5µM per tempi differenti (30 
min-48 h). L’RNA totale è stato estratto usando il RNeasy® Mini Kit 
(Qiagen), seguendo il protocollo del produttore. Il cDNA è stato 
sintetizzato utilizzando il ReactionReady™ First Strand cDNA 
Synthesis Kit seguendo le istruzioni del produttore (Superarray, 
Frederick, MD, USA). In breve la trascrizione inversa è stata condotta 
a 37°C per 60 min, e la reazione è stata bloccata tramite riscaldamento 
a 95° per 5 min. La PCR è stata effettuata in un volume di 25 µL 



Materiali e Metodi 

87 

contenente ReactionReady™ HotStart Sweet PCR master mix, 0.4 µM 
di ogni primer (Superarray) e 1 µL di cDNA diluito. L’amplificazione 
del cDNA è stata avviata denaturando i campioni per 10 min a 95°C, 
seguiti da 35 cicli di 15 sec a 95° C, 30 sec a 55° C e 30 sec a 72° C. 
Infine i campioni sono stati tenuti a 72° C per 7 min al fine di 
garantire la completa estensione dei prodotti della PCR.  
La dimensione dei frammenti è stata prevista sulla base della sequenza 
del mRNA, come riportato nella tabella 1.  
Tabella 1 
Gene RefSeq Accession # 1 Amplicon (bp) 
GPX1 NM_030826 156 
GR NM_053906 139 
GSTp2 NM_138974 61 
NQO1 NM_017000 137 
TR NM_031614 87 
Nrf2 NM_031789 135 

1 NCBI Nucleotide Sequence Database accession number 
 
Dieci µL dei prodotti amplificati sono stati separati tramite 
elettroforesi in gel di poliacrilammide al 10% in TBE buffer (pre-cast 
gel, Bio-Rad). Le bande sono state colorate con bromuro di etidio e 
visualizzate sotto luce UV utilizzando un Versa-Doc 4000 Imaging 
system (Bio-Rad).  
Come standard interni sono stati utilizzati GADP (390 bp) 
(Superarray) o QUANTUM mRNA Beta-actina (294 bp) (Applied 
Biosystems, Foster City, CA, USA) 

6.9 ESTRAZIONE NUCLEARE 

La frazione nucleare è stata ottenuta utilizzando un kit specifico 
(Active Motif, Inc., Carlsbad, CA). Le cellule sono state lavate con 
una soluzione di PBS freddo (tampone fosfato10 mM, pH 7.5, NaCl 
150mM, KCl 2.7 mM) contenente un cocktail di inibitori delle 
fosfatasi (125 mM NaF, 250 mM β-glicerofosfato, 250 mM p-nitro 
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fenilfosfato, 25 mM NaVO3) al 5% (v/v) e successivamente staccate 
dal piatto di coltura con l’ausilio di un cell scraper. La sospensione 
così ottenuta è stata centrifugata a 300 x g per 5minuti per ottenere un 
pellet cellulare che è stato poi risospeso in 500 µL di buffer ipotonico 
(Hepes 20mM, pH7.5, NaF 5mM, Na2MoO4 10µM, EDTA 0.1mM) e 
mantenuto in ghiaccio per 15 min al fine di rigonfiare la membrana 
cellulare e renderla più fragile. La successiva aggiunta di 25µL di 
detergente (Nonidet P-40, concentrazione finale 0.5%) causa la 
fuoriuscita delle proteine citoplasmatiche nel sovranatante. I campioni 
vengono centrifugati a 14,000 x g per 30 sec, il surnatante eliminato 
ed i nuclei precipitati vengono lisati e le proteine nucleari solubilizzate 
in un lysis buffer contenente cocktail di inibitori delle proteasi 1% 
(v/v) e DTT 10 mM 10% (v/v). 
Dopo 30 min il sovranatante (frazione nucleare) viene separato con 
una centrifugazione finale a 14,000 x g per 10min. 
La concentrazione delle proteine nucleari negli estratti è stata 
determinata mediane il metodo di Bradford. 

6.10 LOCALIZZAZIONE NUCLEARE DEL FATTORE DI 
TRASCRIZIONE NRF2 

Per analizzare l’accumulo del fattore di trascrizione NF-E2-related 
factor, (Nrf2) a livello nucleare, la frazione nucleare è stata analizzata 
utilizzando il kit Trans AMTM Nrf2 (Active Motif, Inc., Carlsbad, 
CA). Questo kit combina la metodica ELISA con un saggio specifico 
per i fattori di trascrizione. Il saggio è stato eseguito in piastre da 96 
pozzetti nei quali è immobilizzata la sequenza oligonucleotidica 
contenente la porzione della sequenza a cui la forma attiva di Nrf2, 
presente negli estratti nucleari, si lega in modo specifico (5’-
GTCACAGTGACTCAGCAGAATCTG-3’).  
In ogni pozzetto sono stati aggiunti 10 µL di campione diluito in 
complete lysis buffer (DTT 1% (v/v), protease inhibitor cocktail 10% 
(v/v) corrispondenti a 5 µg di proteina e 40 µL di complete binding 
buffer (contenente DTT 1% (v/v), Herring Sperm DNA 10% (v/v)). Il 
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controllo positivo è rappresentato da un estratto nucleare ottenuto 
dalla linea cellulare Cos-7 transfettata per Nrf2 e corrisponde a 1.25 
µg proteina (0.5 µL di estratto nucleare Nrf2 in 9.5 µL di complete 
lysis buffer). 
La piastra è stata incubata a temperatura ambiente per 1 h durante la 
quale si verifica il legame di Nrf2 alla sequenza ARE. In due 
successive incubazioni di 1 h è stato poi aggiunto l’anticorpo primario 
anti-Nrf2, diluito 1:1000, che riconosce uno specifico epitopo sulla 
proteina Nrf2 in seguito a legame col DNA e l’anticorpo secondario 
HRP-coniugato, diluito 1:1000. L’aggiunta di una soluzione di 
sviluppo produce una colorazione blu che una successiva aggiunta di 
una stop solution fa virare al giallo la cui assorbanza a 450 nm è stata 
letta mediante un lettore di piastre multipozzetto (VICTOR3 V™ 
Multilabel Counter, Perkin Elmer). 
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7  RISULTATI 

7.1 EFFETTO CITOPROTETTIVO DEL SULFORAFANE IN 
CELLULE CARDIACHE IN COLTURA 

Il sulforafane è un composto dotato di riconosciute proprietà 
chemiopreventive. Il meccanismo alla base di questo effetto sottende 
la modulazione del sistema antiossidante endogeno. 
Volendo utilizzare queste capacità di biomodulazione per verificare la 
possibilità di attuare una strategia citoprotettiva anche in cellule non 
mutate, ma esposte a stress ossidativo in condizioni patologiche, come 
le cellule cardiache, la prima osservazione ha riguardato la valutazione 
della vitalità cellulare in seguito a trattamento con SF in cardiomiociti 
neonatali in coltura utilizzati come sistema modello. 
I cardiomiociti sono stati trattati con SF5 µM per tempi differenti e 
successivamente sottoposti ad insulto ossidativo simulato da un 
trattamento con H2O2 100 µM 
In figura 7.1 è riportata la vitalità cellulare di colture di cardiomiociti 
trattati con SF per 6 - 48 ore, e successivamente esposti a H2O2 100 
µM per 30 minuti. Nelle cellule non trattate con SF l’esposizione a 
H2O2 ha determinato una riduzione significativa della vitalità cellulare 
di circa il 60 %. Il trattamento con SF per 12 e 24 ore ha incrementato 
in modo significativo la vitalità cellulare rispetto alle cellule esposte 
ad H2O2 mentre la vitalità è rimasta significativamente minore rispetto 
a quella misurata nelle cellule controllo. Al contrario, il trattamento 
con SF per 48 ore è stato in grado di mantenere la vitalità cellulare a 
valori paragonabili a quelli ottenuti in cellule controllo. 
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Figura 7.1 Vitalità cellulare di cardiomiociti trattati con SF in 
presenza/assenza di H2O2. Le cellule sono state trattate con SF 5 µM 
per 6, 12, 24 e 48 ore. Al termine di ciascun trattamento le cellule sono 
state esposte ad H2O2 100 µM per 30 minuti e la vitalità 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 è stata eseguita tramite analisi della varianza ad una via 
(ANOVA) seguita dal test di Bonferroni come post-test, (*) p<0.05 
rispetto alle cellule controllo, (§) p<0.05 rispetto alle cellule trattate 
con H2O2. 
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7.2 MECCANISMO ANTIOSSIDANTE INDIRETTO DEL 
SULFORAFANE 

Poiché è stato ipotizzato che l’effetto citoprotettivo evidenziato da SF 
dipenda da un incremento della capacità antiossidante cellulare è stata 
successivamente valutata la capacità di SF di influenzare la 
produzione intracellulare di specie reattive dell’ossigeno tramite il 
saggio spettrofluorimetrico della DCHF-DA, dopo trattamento dei 
cardiomiociti per tempi differenti con SF. 
In figura 7.2 è riportata la formazione di ROS in colture di 
cardiomiociti trattate con SF 5 µM per 6 - 48 ore ed esposte a H2O2 
100 µM per 30 min. L’intensità di fluorescenza ottenuta nelle cellule 
non trattate con SF ed esposte a H2O2 è stata poste uguale a 100 e gli 
altri valori calcolati in percentuale rispetto a questa. Il trattamento con 
SF per 6 ore ha mantenuto i livelli delle ROS a valori paragonabili a 
quelli osservati in cellule non trattate, confermando che non vi sia 
interazione diretta tra SF e le specie radicaliche, mentre ai tempi più 
lunghi di esposizione, SF è stato in grado di ridurre significativamente 
i livelli delle ROS rispetto alle cellule non trattate. 
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Figura 7.2: Produzione di ROS in colture di cardiomiociti trattate con 
SF. Le cellule sono state trattate con SF 5 µM per 6, 12, 24 e 48 ore. Al 
termine di ciascun trattamento le cellule sono state esposte ad H2O2 10 
µM per 30 minuti e la produzione intracellulare di ROS è stata valutata 
utilizzando DCFH-DA come riportato nel capitolo Materiali e metodi. I 
dati sono medie ± DS di 5 esperimenti differenti. L’analisi statistica è 
stata eseguita utilizzando l’analisi della varianza ad una via (ANOVA) 
seguita dal test di Dunnett come post-test, (*) p<0.05; n.s.=non 
significativo rispetto alle cellule controllo. 
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7.3 EFFETTO DEL SULFORAFANE SULL’ESPRESSIONE ED 
ATTIVITÀ DEGLI ENZIMI DI FASE 2 

Numerosi studi hanno evidenziato la capacità 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 è stato valutare l’effetto della 
trattamento con SF (5 µM), per tempi differenti (6, 12, 24 e 48 h), 
sull’espressione ed attività dei principali enzimi 
detossificanti/antiossidanti di fase 2 (GST, GR, GPx, NQO1, TR, 
SOD, CAT),  

7.3.1 Glutatione-S-Transferasi 

In figura 7.3 sono riportate l’attività ed i livelli di espressione della 
GST, valutata tramite analisi immunoblotting, in colture di 
cardiomiociti trattate con SF 5 µM per 6 - 48 ore. Dopo 6 e 12 ore di 
trattamento con SF, l’attività dell’enzima (fig 7.3b) non è risultata 
significativamente differente rispetto a quella misurata in cellule 
controllo. Solo dopo 24 e 48 ore di trattamento si è evidenziato un 
significativo incremento dell’attività della GST. I risultati dell’analisi 
immunoblotting (fig 7.3a) seguono lo stesso andamento dell’attività 
enzimatica, anche se in questo caso è possibile osservare un’induzione 
della proteina già dopo 6h di trattamento.  
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Figura 7.3: Espressione proteica (a) ed attività (b) della GST in 
colture di cardiomiociti trattate con SF. Le cellule sono state trattate 
con SF 5 µM per 6, 12, 24 e 48 ore. L’espressione proteica è stata 
valutata tramite analisi immunoblotting e l’attività dell’enzima per via 
spettrofotometrica, come riportato nel capitolo Materiali e metodi. La 
figura (a) è un esempio rappresentativo di 3 esperimenti differenti. 
L’intensità delle bande è stata espressa come rapporto rispetto 
all’intensità della banda relativa al controllo. I dati in figura (b) sono 
medie ± DS di 5 esperimenti differenti. L’analisi statistica è stata 
eseguita utilizzando l’analisi della varianza ad una via (ANOVA) 
seguita dal test di Dunnett, (*) p<0.05; n.s. = non significativo rispetto 
alle cellule controllo. 
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7.3.2 Glutatione Reduttasi 

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

7.3.3 Glutatione perossidasi 

L’attività enzimatica (figura 7.5b) ed i livelli di espressione 
dell’enzima (figura 7.5a), valutati tramite analisi immunoblotting, non 
vengono influenzati dal trattamento con SF a nessuno dei tempi 
considerati 

7.3.4 NAD(P)H: chinone ossidoreduttasi 1 

In figura 7.6 sono riportate l’attività ed i livelli di espressione della 
NQO1, valutati tramite analisi immunoblotting, in colture di 
cardiomiociti trattate con SF 5 µM per 6 - 48 ore. L’attività enzimatica 
(fig 7.6b) è risultata significativamente incrementata rispetto a quella 
delle cellule controllo dopo 12 h di trattamento. In particolare, è 
emersa una correlazione statisticamente significativa (r2=0.9335, 
p<0.0001) tra attività enzimatica e tempo di trattamento. I dati 
dell’analisi immunoblotting (fig 7.6a) seguono lo stesso andamento 
dell’attività enzimatica. 
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Figura 7.4: Espressione proteica (a) ed attività (b) della GR in colture 
di cardiomiociti trattate con SF. Le cellule sono state trattate con SF 5 
µM per 6, 12, 24 e 48 ore. L’espressione proteica è stata valutata 
tramite analisi immunoblotting e l’attività dell’enzima per via 
spettrofotometrica, come riportato nel capitolo Materiali e metodi. La 
figura (a) è un esempio rappresentativo di 3 esperimenti differenti. 
L’intensità delle bande è stata espressa come rapporto rispetto 
all’intensità della banda relativa al controllo. I dati in figura (b) sono 
medie ± DS di 5 esperimenti differenti. L’analisi statistica è stata 
eseguita utilizzando l’analisi della varianza ad una via (ANOVA) 
seguita dal test di Dunnett, (*) p<0.05; n.s. = non significativo rispetto 
alle cellule controllo. 
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Figura 7.5: Espressione proteica (a) ed attività (b) della GPx in 
colture di cardiomiociti trattate con SF. Le cellule sono state trattate 
con SF 5 µM per 6, 12, 24 e 48 ore. L’espressione proteica è stata 
valutata tramite analisi immunoblotting e l’attività dell’enzima per via 
spettrofotometrica, come riportato nel capitolo Materiali e metodi La 
figura (a) è un esempio rappresentativo di 3 esperimenti differenti. 
L’intensità delle bande è stata espressa come rapporto rispetto 
all’intensità della banda relativa al controllo. I dati in figura (b) sono 
medie ± DS di 5 esperimenti differenti. L’analisi statistica è stata 
eseguita utilizzando l’analisi della varianza ad una via (ANOVA) 
seguita dal test di Dunnett, n.s. = non significativo rispetto alle cellule 
controllo. 
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Figura 7.6: Espressione proteica (a) ed attività (b) della NQO1 in 
colture di cardiomiociti trattate con SF. Le cellule sono state trattate 
con SF 5 µM per 6, 12, 24 e 48 ore. L’espressione proteica è stata 
valutata tramite analisi immunoblotting e l’attività dell’enzima per via 
spettrofotometrica, come riportato nel capitolo Materiali e metodi. La 
figura (a) è un esempio rappresentativo di 3 esperimenti differenti. 
L’intensità delle bande è stata espressa come rapporto rispetto 
all’intensità della banda relativa al controllo. I dati in figura (b) sono 
medie ± DS di 5 esperimenti differenti. L’analisi statistica è stata 
eseguita utilizzando l’analisi della varianza ad una via (ANOVA) 
seguita dal test di Dunnett, (*) p<0.05; n.s. = non significativo rispetto 
alle cellule controllo. 
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7.3.5 Tioredoxina reduttasi 

In figura 7.7 sono riportate l’attività, valutata con un saggio 
spettrofotometrico, ed i livelli di espressione della TR, valutati tramite 
analisi immunoblotting, in colture di cardiomiociti trattate con SF 5 
µM per 6 - 48 ore. A partire dalle 12 h di trattamento l’attività 
dell’enzima (fig 7.7b) è risultata significativamente aumentata rispetto 
a quella delle cellule controllo. I risultati dell’analisi immunoblotting 
(fig 7.7a) confermano i dati dell’attività dell’enzima, anche se un 
incremento dell’espressione della proteina è osservabile anche dopo 6 
h di trattamento con SF. 
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Figura 7.7: Espressione proteica (a) ed attività (b) della TR in colture 
di cardiomiociti trattate con SF. Le cellule sono state trattate con SF 5 
µM per 6, 12, 24 e 48 ore. L’espressione proteica è stata valutata 
tramite analisi immunoblotting e l’attività dell’enzima per via 
spettrofotometrica, come riportato nel capitolo Materiali e metodi. La 
figura (a) è un esempio rappresentativo di 3 esperimenti differenti. 
L’intensità delle bande è stata espressa come rapporto rispetto 
all’intensità della banda relativa al controllo. I dati in figura (b) sono 
medie ± DS di 5 esperimenti differenti. L’analisi statistica è stata 
eseguita utilizzando l’analisi della varianza ad una via (ANOVA) 
seguita dal test di Dunnett, (*) p<0.05; n.s. = non significativo rispetto 
alle cellule controllo. 
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7.3.6 Attività della superossido dismutasi (SOD) 

In figura 7.8 è riportata l’attività della SOD in colture di cardiomiociti 
trattate con SF 5 µM per 6 - 48 ore. Dall’analisi statistica non è emersa 
alcuna differenza significativa tra le cellule trattate con SF per tempi 
diversi e le cellule controllo. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.8: Attività della SOD in colture di cardiomiociti trattate con 
SF. Le cellule sono state trattate con SF 5 µM per 6, 12, 24 e 48 ore. 
L’attività dell’enzima è 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 è stata 
eseguita utilizzando l’analisi della varianza ad una via (ANOVA) 
seguita dal test di Dunnett, n.s. = non significativo rispetto alle cellule 
controllo. 
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7.3.7 Attività della catalasi (CAT) 

In figura 7.9 è riportata l’attività della CAT in colture di cardiomiociti 
supplementare con SF 5 µM per 6 - 48 ore. Dopo 24 e 48 h di 
trattamento con SF l’attività della SOD è risultata significamene 
superiore rispetto a quella misurata nelle cellule controllo, mentre il 
trattamento per tempi più brevi non ha avuto alcuna influenza su 
questo parametro. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.9: Attività della CAT in colture di cardiomiociti trattate con 
SF. Le cellule sono state trattate con SF 5 µM per 6, 12, 24 e 48 ore. 
L’attività dell’enzima è 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 è stata 
eseguita utilizzando l’analisi della varianza ad una via (ANOVA) 
seguita dal test di Dunnett, (*) p<0.05; n.s. = non significativo rispetto 
alle cellule controllo. 
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7.3.8 Contenuto intracellulare di Glutatione ridotto (GSH) 

In figura 7.10 sono riportati i livelli di GSH intracellulari, misurati 
utilizzando la sonda fluorescente MCB, in colture di cardiomiociti 
trattate con SF 5 µM per 6 - 48 ore. 
In accordo con quanto emerso dall’analisi dei dati relativi alle attività 
degli enzimi legati al metabolismo del GSH, SF è stato in grado di 
incrementare i livelli di GSH intracellulare rispetto alle cellule 
controllo dopo almeno 12 ore di trattamento.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.10: Livelli di GSH intracellulare in colture di cardiomiociti 
trattate con SF. Le cellule sono state trattate con SF 5 µM per 6, 12, 24 
e 48 ore 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 è 
stata eseguitautilizzando l’analisi della varianza (ANOVA) ad una via 
seguita dal test di Dunnett, (*) p<0.05; n.s. = non significativo rispetto 
alle cellule controllo. 
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7.4 EFFETTO DEL SULFORAFANE SULLA 
TRASLOCAZIONE NUCLEARE DI NRF2 

Nrf2 svolge un ruolo chiave nell’induzione dei geni che codificano per 
enzimi antiossidanti/detossificanti di fase 2 dal SF e tale induzione è il 
risultato dell’interazione a livello nucleare di Nrf2 con la sequenza 
enhancer ARE. Volendo individuare e/o validare se l’induzione genica 
citoprotettiva è regolata da un meccanismo simile anche a livello 
cardiaco, le colture di cardiomiociti sono state trattate con SF 5 µM 
per tempi differenti e successivamente si è proceduto all’isolamento 
delle frazioni nucleari e citosoliche. La presenza nella frazione 
nucleare del fattore di trascrzione Nrf2 è stata analizzata utilizzando 
un kit Elisa seguendo le indicazioni del produttore (Active Motif) 
(figura 7.11). 
Per confermare il risultato, la frazione nucleare è stata 
successivamente sottoposta ad analisi immunoblotting utilizzando allo 
scopo un anticorpo specifico diretto contro la proteina Nrf2 (figura 
7.12). Entrambi i test hanno evidenziato come nella frazione nucleare 
si noti un progressivo accumulo di Nrf2 che risulta significativo 
rispetto al controllo dopo 30 min di trattamento. 
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Figura 7.11: Accumulo del fattore di trascrizione Nrf2 a livello 
nucleare in colture di cardiomiociti trattate con SF. Le cellule sono 
state strattate con SF 5 µM per 30’, 1, 3, 6, 12 e 24 ore e 
successivamente si è proceduto alla separazione delle diverse frazione 
cellulari; la frazione nucleare è stata analizzata con kit Trans AM Nrf2 
come riportato nel capitolo Materiali e metodi. I dati sono medie ± DS 
di 3 esperimenti differenti. L’analisi statistica è stata eseguita 
utilizzando l’analisi della varianza (ANOVA) ad una via seguita dal 
test di Dunnett, (*) p<0.05 rispetto alle cellule controllo. 
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Figura 7.12:Accumulo del fattore di trascrizione Nrf2 a livello 
nucleare in colture di cardiomiociti trattate con SF. Le cellule sono 
state trattate con SF 5 µM per 30’, 1, 3, 6, 12 e 24 ore e 
successivamente si è proceduto alla separazione delle diverse frazione 
cellulari; la frazione nucleare è stata sottoposta ad analisi 
immunoblotting come riportato nel capitolo Materiali e metodi. La 
figura è un esempio rappresentativo di 3 esperimenti differenti. 
L’intensità delle bande è stata espressa come rapporto rispetto 
all’intensità della banda relativa al controllo. L’analisi statistica è 
stata eseguita utilizzando l’analisi della varianza ad una via (ANOVA) 
seguita dal test di Dunnett, (*) p<0.05 rispetto alle cellule controllo. 
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7.5 EFFETTO DEL SULFORAFANE SULL’ESPRESSIONE 
GENICA DEGLI ENZIMI DETOSSIFICANTI DI FASE 2 

L’accumulo di Nrf2 a livello nucleare in seguito a trattamento con SF 
è in accordo con quanto osservato riguardo all’influenza di SF 
sull’espressione genica, valutata tramite analisi RT-PCR, dei livelli di 
mRNA corrispondenti alla trascrizione dei geni dei principali enzimi  
di fase 2 cardiaci, GST e GR, NQO1, TR e GPx. 
In figura 7.13 sono riportati i livelli di mRNA, ottenuti tramite RT-
PCR, dei principali enzimi di fase 2 cardiaci in seguito a 
supplementazione delle colture con SF 5 µM per 30 min - 48 ore. Si 
può notare un incremento significativo dei livelli di espressione 
genica, per ognuno dei geni considerati, dopo almeno 3 ore di 
trattamento con SF e questa up-regolazione si mantiene ai tempi 
successivi. 
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Figura 7.13: Espressione genica di a) GR, b) GST, c) TR, d) NQO1 in 
colture di cardiomiociti trattate con SF. Le cellule sono state trattate 
con SF 5 µM per 30 min, 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. Ciascuna figura è un esempio rappresentativo di 3 
esperimenti differenti. L’intensità delle bande è stata espressa come 
rapporto rispetto all’intensità della banda relativa al controllo. 
L’analisi statistica è stata eseguita utilizzando l’analisi della varianza 
ad una via (ANOVA) seguita dal test di Dunnett, (*) p<0.05 rispetto 
alle cellule controllo. 
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Diversamente da quanto osservato, ma in accordo con i dati 
precedentemente riportati relativi all’espressione proteica ed 
all’attività, il trattamento con SF non influenza la trascrizione del gene 
che codifica per la GPx a nessuno dei tempi considerati (figura 7.14). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.14: Espressione genica di GPx in colture di cardiomiociti 
trattate con SF. Le cellule sono state trattate con SF 5 µM 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. La 
figura è un esempio rappresentativo di 3 esperimenti differenti. 
L’intensità delle bande è stata espressa come rapporto rispetto 
all’intensità della banda relativa al controllo. L’analisi statistica è 
stata eseguita utilizzando l’analisi della varianza ad una via (ANOVA) 
seguita dal test di Dunnett rispetto alle cellule controllo. 
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7.6 EFFETTO DEL SULFORAFANE SULL’ESPRESSIONE 
GENICA DI NRF2 

Alcuni autori suggeriscono che, congiuntamente all’induzione di 
enzimi di fase 2, SF sarebbe in grado di indurre anche la trascrizione 
di Nrf2, cioè il fattore di trascrizione a cui è affidato il controllo della 
via di segnalazione che porta ad un aumento della capacità 
antiossidante cellulare. L’analisi RT-PCR ha evidenziato che anche i 
livelli di mRNA per Nrf2 risultano significativamente superiori 
rispetto alle cellule controllo dopo 6 h di trattamento (figura 7.15). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.15 Espressione genica di Nrf2 in colture di cardiomiociti 
trattate con SF. Le cellule sono state trattate con SF 5 µM 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. La 
figura è un esempio rappresentativo di 3 esperimenti differenti. 
L’intensità delle bande è stata espressa come rapporto rispetto 
all’intensità della banda relativa al controllo. L’analisi statistica è 
stata eseguita utilizzando l’analisi della varianza ad una via (ANOVA) 
seguita dal test di Dunnett, (*) p<0.05 rispetto alle cellule controllo. 
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7.7 EFFETTO DEL SULFORAFANE SU MAPKS E PI3K/AKT. 

Il sistema Nrf2/ARE regola l’induzione di numerosi enzimi 
antiossidanti e detossificanti, tuttavia la via di trasduzione del segnale 
che porta ad una attivazione di questa trascrizione ARE mediata non è 
ancora stata completamente chiarita. 
E’ stato ipotizzato che il sistema Nrf2–Keap1–ARE possa essere 
modulato da modificazioni post-traduzionali di Nrf2 o di Keap 1. La 
fosforilazione determinerebbe un aumento dell’accumulo di Nrf2 a 
livello nucleare favorendo la dissociazione del complesso Keap1/Nrf2 
o stabilizzando il fattore di trascrizione mediante una riduzione della 
sua degradazione da parte del proteasoma. 
Diverse vie di trasduzione del segnale intracellulare tra cui la 
fosfatidilinositolo 3- chinasi (PI3K)/Akt, la proteina chinasi C, le 
proteine chinasi mitogeno-attivate (MAPKs) e la RNA-dependent 
protein kinase-like endoplasmic reticulum kinase (PERK),  agirebbero 
a monte di Nrf2-Keap1-ARE. 
MAPK quali ERK, JNK, e p38, potrebbero anche essere anche 
coinvolte nell’attivazione di ARE aumentando la stabilità del 
complesso responsabile dell’inizio della trascrizione (Nrf2–Maf–
ARE), aumentando così l’attività trascrizionale di Nrf2 (Chen et al., 
2005) 
Il coinvolgimento delle diverse chinasi e l’effetto stimolatorio o 
inibitorio sulla traslocazione di Nrf2 risulterebbe dipendente dal tipo 
di modello cellulare (Keum et al., 2004).  
Nel nostro sistema modello il trattamento con SF 5µM per tempi 
differenti (30 min-24 h) ha determinato un aumento della forma 
fosforilata, quindi attiva, sia della MAP chinasi ERK1/2 che di Akt 
(figura 7.16), significativo dopo 1 h di trattamento e che si mantiene 
elevato fino a 24 h per Akt e fino a 12 h per ERK1/2 (in particolare è 
la isoforma 2 che risulta maggiormente modulata). 
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a) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
b) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.16: Effetto di SF sulla fosforilazione di a) Akt e b) ERK1/2 
in cardiomiociti neonatali di ratto. Le cellule sono state trattate con 
SF 5 µM per 30 min - 24 ore. I lisati totali sono stati sottoposti ad 
analisi immunoblotting come riportato nel capitolo Materiali e metodi. 
Le figure sono un esempio rappresentativo di 3 esperimenti differenti. 
L’intensità delle bande è stata espressa come rapporto rispetto 
all’intensità della banda relativa al controllo. L’analisi statistica è 
stata eseguita utilizzando l’analisi della varianza ad una via (ANOVA) 
seguita dal test di Dunnett, (*) p<0.05 rispetto alle cellule controllo. 
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7.8 COINVOLGIMENTO DELLE VIE DI TRASDUZIONE 
DEL SEGNALE MAPKS E PI3K/AKT NELLA 
MODULAZIONE DELL’ESPRESSIONE GENICA 
MEDIATA DA SF 

Per valutare il coinvolgimento di ERK 1/2 e PI3K/Akt nella 
modulazione dell’espressione genica dei principali enzimi di fase 2 
operata da SF, le cellule sono state trattate con inibitori specifici di 
queste due vie di trasduzione. LY294002 è un inibitore specifico della 
fosforilazione di Akt, mentre PD98059, inibisce la fosforilazione di 
ERK. 
Un’ora prima del trattamento con SF, alle cellule sono stati aggiunti i 
due inibitori entrambi alla concentrazione 20 µM e dopo 6 h si è 
proceduto all’estrazione dell’RNA ed all’analisi dell’espressione 
genica dei principali enzimi di fase 2 cardiaci. 
Come è osservabile in figura 7.17, gli inibitori delle proteine chinasi 
non hanno effetto sui livelli basali di espressione genica degli enzimi 
di fase 2. Il trattamento con SF determina, come già osservato, una up-
regolazione genica, che non sembra essere influenzata da Akt, in 
quanto anche in presenza dell’inibitore specifico l’espressione genica 
non differisce in modo significativo da quello delle cellule 
suplementate con solo SF. Il pretrattamento con l’inibitore di ERK 
determina una diminuzione dell’espressione genica che risulta 
significativamente differente da quello delle cellule controllo non 
trattate.  
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Figura 7.17: Coinvolgimento di ERK1/2 ed Akt nella modulazione 
genica di a) GR, b) GST, c) NQO1, d) TR  in cardiomiociti neonatali 
di ratto trattati con SF. Le cellule sono state trattate con LY e PD (20 
µM) e successivamente trattate con SF 5 µM per 6 h. I livelli di mRNA 
dei principali enzimi di fase 2 sono stati analizzati mediante RT-PCR 
come riportato nel capitolo Materiali e metodi. Ciascuna figura è un 
esempio rappresentativo di 3 esperimenti differenti. L’intensità delle 
bande è stata espressa come rapporto rispetto all’intensità della banda 
relativa al controllo. L’analisi statistica è stata eseguita utilizzando 
l’analisi della varianza ad una via (ANOVA) seguita dal test di 
Dunnett, (*) p<0.05. 
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8 DISCUSSIONE 

L’alimentazione “ottimale” o “funzionale” rappresenta un nuovo 
strumento per la promozione del benessere psico-fisico e la 
prevenzione delle malattie cronico-degenerative. La conoscenza delle 
basi biochimiche delle malattie ha indotto a verificare l’ipotesi di 
poter modulare le funzioni cellulari e potenziare i sistemi di difesa 
dell’organismo attraverso composti (nutrienti e soprattutto non 
nutrienti) presenti negli alimenti naturali, scoprendo quindi e 
valorizzando la componente funzionale di alimenti che normalmente 
fanno parte della nostra dieta. Studi sperimentali in sistemi modello e 
trial clinici sono di fondamentale importanza per sostanziare le 
proprietà salutistiche che ad un alimento vengono attribuite. 
Numerosi studi scientifici hanno evidenziato che lo stress ossidativo 
riveste un ruolo di primaria importanza nello sviluppo di diverse 
patologie cronico degenerative tra cui malattie cardiovascolari quali 
danno da ischemia e riperfusione, ateroscleresi e cardiotossicità 
indotta da composti chimici (Kang, 2003; Molavi et al., 2004). 
In risposta allo stress ossidativo, le cellule cercano di fortificare le 
proprie difese antiossidanti che rappresentano la prima linea di difesa. 
Gli enzimi antiossidanti sono coinvolti non solo nella neutralizzazione 
delle ROS ma anche nell’eliminazione o detossificazione di specie 
elettrofile (Chen et al., 2004). In virtù di questo doppio ruolo gli 
enzimi antiossidanti non sono inequivocabilmente distinguibili dagli 
enzimi detossificanti di fase 2. Sebbene gli enzimi antiossidanti e 
detossificanti siano rapidamente indotti in risposta allo stress 
ossidativo o elettrofilo, questa risposta adattativa è generalmente 
transiente e facilmente sopraffatta dall’eccesso di specie reattive 
prodotte in situazioni patologiche. In questo contesto la fortificazione 
o il mantenimento dei meccanismi citoprotettivi attraverso 
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componenti funzionali di alimenti rappresenta oggi una nuova 
possibile strategia protettiva (Dinkova-Kostova et al., 2008).  
Gli studi epidemiologici indicano che il consumo di frutta e verdura è 
associato con un ridotto rischio di malattie cronico-degenerative 
(Block et al., 1992). In particolare, è stata evidenziata una correlazione 
inversa tra l'assunzione di Crucifereae ed il rischio di molte forme di 
cancro e questa associazione è risultata essere più stringente rispetto a 
quella tra il rischio di cancro e l'assunzione di frutta e verdura in 
generale (van Poppel et al., 1999). Dal momento che le Crucifereae, 
in particolare i vegetali appartenenti al genere Brassica, sono 
caratterizzate in modo peculiare dal contenuto in GLS, di cui 
rappresentano la principale fonte di assunzione della dieta umana, è a 
questi fitocomponenti che potrebbero essere associati gli effetti di 
promozione della salute (Zhang, 2004). 
Per idrolisi dei glucosinolati (GLS) accumulati nella pianta, ad opera 
dell’enzima tioglucoside glucoidrolasi (Gamet-Payrastre et al., 1998), 
si formano gli isotiocianati (ITC) che costituiscono i composti dotati 
di attività biologica. 
In particolare il sulforafane (SF), che deriva dal catabolismo del 4-
metilsulfonilbutil GLS glucorafanina, presente prevalentemente nei 
broccoli, è il composto che ha ricevuto la maggiore attenzione in virtù 
delle sua azione chemiopreventiva, ascrivibile alla capacità di questo 
composto di agire come induttore chimico (Fahey et al., 1997). 
L’utilizzo di induttori chimici a scopo preventivo o terapeutico nei 
confronti di altri tipi di patologie in cui, come per la carcinogenesi, lo 
stress ossidativo svolge un ruolo causale, è giustificato dal fatto che 
tali composti sono in grado di modulare l’induzione di geni 
citoprotettivi, modulazione che risulta in un complessivo 
potenziamento della capacità antiossidante cellulare e che caratterizza 
questi composti come antiossidanti di tipo indiretto (Fahey et al., 
1999) 
Una tale strategia protettiva affonda le basi in una migliore e più 
profonda comprensione del ruolo di tali fitocomponenti e dei 



Discussione 

119 

meccanismi e vie di trasduzione del segnale che ne mediano l’azione 
biomodulatoria. 
Dal momento che la modulazione del sistema di difesa antiossidante 
avviene in modo coordinato è stata ipotizzata l’esistenza di un 
elemento regolatorio comune, successivamente identificato e 
caratterizzato come Antioxidant Response Element (ARE), una 
sequenza localizzata nella regione del promotore dei geni che 
codificano per enzimi detossificanti/antiossidanti di fase 2 
(Wasserman et al., 1997).  
Un passo importante nella caratterizzazione del ruolo funzionale della 
sequenza ARE è stato rappresentato dalla identificazione del fattore di 
trascrizione nucleare Nrf2, in grado di legarsi alla sequenza ARE e di 
regolare l’attivazione della trascrizione (Itoh et al., 1997; Moi et al., 
1994; Zhu et al., 2001)  
Mediante studi di espressione genica e utilizzando la tecnologia 
microarray è stato possibile disegnare un profilo trascrizionale in 
cellule intestinali di topi wild type ed Nrf2 knock-out ed identificare i 
geni che sono sotto il controllo di questo fattore di trascrizione e 
bersaglio dell’azione di SF (Thimmulappa et al., 2002); in uno studio 
in vivo nel ratto la tecnologia microarray è stata utilizzata per 
determinare una batteria di geni a livello epatico, che sono modulati 
da SF (Hu et al., 2004).  
SF rappresenta un potente induttore degli antiossidanti endogeni e 
degli enzimi di fase 2 in diversi tipi di cellule e tessuti (Juge et al., 
2007), ma dal momento che le ricerche si sono concentrate sul ruolo 
di SF nella chemioprevenzione (Fimognari et al., 2007), dove 
l’induzione degli enzimi citoprotettivi da parte di componenti 
fitochimici presenti negli alimenti è una strategia riconosciuta ed 
efficace (Eggler et al., 2008), le conoscenze riguardo l’effetto 
protettivo ed il meccanismo d’azione sotteso, sono ancora piuttosto 
limitate a livello cardiaco.  
Sono ancora pochi gli studi che correlano il consumo di broccoli con 
la protezione nei confronti di patologie cardiache (Mukherjee et al., 
2008), tuttavia, dal momento che i broccoli sono una ricca fonte anche 
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di altri composti ad azione antiossidante, come ad esempio flavonoidi 
e Selenio, nessuno di questi studi ha dimostrato l’esistenza di una 
correlazione diretta tra l’assunzione di SF e la cardioprotezione.  
 
I risultati ottenuti in questa tesi supportano la validità dell’induzione 
degli antiossidanti endogeni e degli enzimi di fase 2 come strategia 
citoprotettiva contro il danno ossidativo nel miocardio. I dati da noi 
ottenuti mostrano molto chiaramente che il pretrattamento con dosi 
micromolari di SF è in grado di proteggere i cardiomiociti dallo stress 
citotossico indotto dalla H2O2 e dall’accumulo intracellulare di ROS. 
É interessante notare come SF conferisca una parziale protezione ai 
cardiomiociti solo dopo 12 ore di trattamento, mentre a 48 ore tale 
protezione risulti essere totale, dimostrando che SF esercita un effetto 
protettivo a lungo termine. 
I dati ottenuti confermano anche che tale protezione è ottenuta tramite 
un meccanismo antiossidante di tipo indiretto il che fornisce ragione 
della sua tempo-dipendenza. La misura della produzione di specie 
reattive dell’ossigeno a livello intracellulare mostra che dopo 6 h di 
trattamento con SF non vi sono differenze significative tra cellule 
stressate e supplementate rivelando che il SF non ha proprietà di 
scavenger diretto, ma che la diminuzione della produzione di ROS 
osservata ai tempi successivi è possibilmente mediata dall’induzione 
di un’ampia serie di enzimi antiossidanti/detossificanti di fase 2.  
Il cuore è considerato deficitario di enzimi antiossidanti/detossificanti 
rispetto ad altri tessuti e per questo più sensibile all’insulto ossidativo 
(Di Meo et al., 1996; Odom et al., 1992) rendendo ancora più valida 
una simile strategia citoprotettiva.  
Il mantenimento del bilancio redox cellulare è controllato da numerosi 
sistemi antiossidanti e una sua alterazione ha effetti su varie funzioni e 
vie di trasduzione del segnale. I sistemi tiolo-riducenti 
ubiquitariamente espressi includono la tioredoxina, la glutaredoxina e 
il glutatione (Nordberg et al., 2001; Powis et al., 1995).  
Il glutatione è uno dei più importanti sistemi antiossidanti endogeni 
non enzimatici. Esiste nella cellula sia in forma ridotta (GSH) sia in 
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quella ossidata (GSSG). In condizioni redox fisiologiche prevale 
GSH, mentre in presenza di stress ossidativo GSH diminuisce ed 
aumenta GSSG. I risultati ottenuti in questo studio mostrano un 
significativo incremento del contenuto di GSH intracellulare dopo 12 
h di trattamento con SF, indicando un chiaro ruolo di SF nel modulare 
lo stato redox cellulare. 
I dati ottenuti mostrano anche che SF esercita un effetto induttivo su 
alcuni enzimi coinvolti nel metabolismo del glutatione. L’attività di 
GR, una flavoproteina che converte GSSG in GSH attraverso 
l’ossidazione del NADPH a NADP+, reazione essenziale per la 
disponibilità di GSH in vivo, viene significativamente incrementata 
dal trattamento con SF per 24 h. Questo dato indica che almeno nelle 
prime ore di trattamento l’induzione dei livelli di GSH non è dovuta 
esclusivamente all’aumentata attività dell’enzima GR, responsabile 
della riconversione del GSSG a GSH, ma suggerisce il 
coinvolgimento di altri meccanismi come probabilmente l’induzione 
della glutammato-cisteina ligasi, enzima che catalizza la tappa 
limitante nella sintesi di GSH, come peraltro indicato recentemente da 
McWalter et al., (McWalter et al., 2004). Questi Autori hanno infatti 
dimostrato che l’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 così che SF non solo agisce favorendo la 
traslocazione di Nrf2 nel nucleo, ma anche che è alla base 
dell’incremento dei livelli di GSH intracellulari.  
Il GSH è anche un cofattore per la GST, enzima fondamentale per 
l’azione detossificantenei confronti dei composti xenobiotici con cui 
la cellula entra in contatto (Hayes et al., 1995). Numerosi studi hanno 
inoltre riportato che GST svolge un ruolo importante nella protezione 
cellulare catalizzando la decomposizione degli idroperossidi lipidici 
(Xie et al., 2001; Yang et al., 2001).  
Analogamente a quanto descritto per GR il trattamento con SF ha 
determinato un significativo incremento dell’attività di GST dopo 24 
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h, che può sicuramente contribuire ad aumentare la resistenza cellulare 
allo stress ossidativo.  
La tioredoxina (Trx), una proteina caratterizzata da un tiolo reattivo, 
insieme con TR, è un sistema ossido riduttivo ubiquitario che svolge 
importanti funzioni come antiossidante e regolatore redox (Holmgren 
et al., 1995; Yamawaki et al., 2003). È stato dimostrato che una 
sovraespressione di Trx nel miocardio di topo migliora il recupero 
post-ischemico ventricolare e riduce la dimensione dell’area infartuata 
(Turoczi et al., 2003). Nei cardiomiociti di ratto adulto contrasta 
l’ipertrofia provocata dalla stimolazione del recettore α-adrenergico, 
suggerendo un ruolo protettivo della Trx endogena nel cuore (Kuster 
et al., 2005). I dati ottenuti nel nostro studio indicano un aumento 
tempo dipendente dell’attività dell’enzima TR a partire da 12 h di 
trattamento, l’importante azione di SF sull’attività 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. 
Anche il forte incremento di attività di NQO1, osservato nei 
cardiomiociti a seguito del trattamento con SF, può essere coinvolto 
negli effetti cardioprotettivi nei confronti della citotossicità indotta 
dalle ROS. La NQO1, oltre ad essere in grado di attivare e disattivare 
composti esogeni, ha un ruolo nel metabolismo di chinoni endogeni 
quali l’ubichinone e la vitamina E. In questo contesto NQO1 agisce 
come enzima antiossidante, grazie alla sua capacità di mantenere i 
livelli cellulari di ubichinolo e di rigenerare l’idrochinone della 
vitamina E, due potenti composti antiossidanti non proteici (Ross et 
al., 2000; Siegel et al., 2004).  
SF si è dimostrato in grado di up-regolare l’attività dei principali 
enzimi di fase 2 a livello cardiaco, non solo determinando un 
incremento dell’attività degli enzimi considerati, ma agendo anche a 
livello di induzione dell’espressione genica, come dimostrato 
dall’analisi RT-PCR dei livelli di mRNA corrispondenti. Va 
sottolineato come per ciascuno degli enzimi considerati l’induzione 
dell’espressione genica rappresenti un effetto precoce dell’azione di 
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SF con un aumento dei livelli di trascritto significativi dopo 3 h di 
trattamento e che si mantiene per tempi lunghi. L’espressione della 
proteina e parallelamente l’attività enzimatica sono invece eventi 
tardivi e questo gap temporale è giustificato dal tempo che intercorre 
tra la trascrizione e la sintesi di una proteina funzionale. 
Al contrario, la GPx non è stata influenzata dal trattamento con SF a 
nessuno dei tempi considerati, né a livello di induzione genica, né di 
espressione proteica ed attività. Questo è in accordo con quanto 
riportato da Hu et al., (Hu et al., 2007), che hanno recentemente 
osservato che la GPx non è significativamente influenzata dal 
trattamento con SF per 24 h. Anche altri Autori hanno raggiunto 
risultati analoghi; (Hintze et al., 2003) hanno dimostrato che 
l’assunzione dietetica di SF aumenta l’espressione epatica della TR 
ma non della GPx. Alcuni autori (Brigelius-Flohe et al., 2006; 
Campbell et al., 2007) suggeriscono che una carenza di Selenio nel 
terreno di coltura potrebbe rappresentare un fattore limitante nella 
sintesi di GPx, a favore di altre seleno proteine quali il sistema redox 
Trx-TR. 
Una recente pubblicazione (Zhu et al., 2008), che ha investigato il 
ruolo del fattore di trascrizione Nrf2 a livello cardiaco ha 
ulteriormente confermato che l’induzione di GPx avviene mediante un 
meccanismo di regolazione differente.  
In questo stesso studio è stato dimostrato come in cellule Nrf2 -/- i 
livelli basali di attività di SOD e CAT siano notevolmente ridotti e che 
l’induzione di CAT, ma non di SOD, sia mediata dal sistema 
Nrf2/ARE. Sebbene in letteratura non siano presenti studi che abbiano 
valutato la capacità di SF di indurre SOD e CAT nel tessuto cardiaco, 
i dati ottenuti mostrano che l’attività della CAT è fortemente 
aumentata a partire da 24 ore di trattamento con SF. Come accennato 
precedentemente, Zhu et al., (Zhu et al., 2008) hanno dimostrato che 
anche l’espressione della CAT è sotto il controllo di Nrf2. Essendo SF 
in grado di indurre la liberazione di Nrf2 dal legame con Keap1 (Hong 
et al., 2005) appare chiaro come il trattamento con SF possa indurre 
l’attività della CAT favorendo la traslocazione di Nrf2 al nucleo. Da 
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questo meccanismo, almeno a livello cardiaco, sarebbe invece 
indipendente la SOD per cui lo stesso trattamento con SF non è stato 
in grado di stimolare significativamente l’attività. 
Il fattore di trascrizione nucleare Nrf2 è comunemente coinvolto nella 
regolazione trascrizionale dei geni che codificano per enzimi 
citoprotettivi/antiossidanti in condizioni di stress ossidativo (Itoh et 
al., 1999a; Kobayashi et al., 2004). E’ importante sottolineare che 
l’induzione di questi geni, in seguito a a trattamento con SF, dipende 
da Nrf2 come rivelato da studi condotti in topi Nrf2 knock out. Il 
profilo trascrizionale delle cellule intestinali derivate da topi wild type 
(Nrf2+/+) e knock out (Nrf2−/−) che avevano ricevuto 9 µmol/die SFN 
hanno mostrato una up regolazione dei geni detossificanti NQO-1, 
GST, γ-GCS, e UDP-glucuronosiltransferasi (UGT), insieme a geni 
che codificano per proteine antiossidanti quali GPx, GR, ferritina e 
aptoglobina. In topi knock out questa up regolazione risultava 
compromessa (Thimmulappa et al., 2002). Risultati simili sono stati 
osservati in altri tessuti. Nel fegato risultano indotte γ-GCS e le due 
subunità di GST-α in seguito a somministrazione di 90 mg SF/kg peso 
corporeo. Sono stati identificati diversi altri geni dipendenti da Nrf2 
tra cui proteine antiossidanti, del sistema ubiquitina/proteasoma, 
fattori che regolano il ciclo e la crescita cellulare e fattori di 
trascrizione (Hu et al., 2006). In uno studio è stato riportato un 
aumento delle attività di NQO1 e GST a livello di stomaco, intestino e 
fegato in topi wild type ma non in quelli Nrf2 knockout dopo il 
consumo di una dieta contenente estratto di semi di broccoli 
(McWalter et al., 2004). Questi studi, oltre a definire la dipendenza di 
SF da Nrf2 per l’azione sui target molecolari, rivelano l’influenza di 
SF in tessuti che svolgono un ruolo critico nell’assorbimento e nella 
detossificazione. 
Anche nel nostro sistema modello il trattamento con SF ha 
determinato un accumulo di Nrf2 a livello nucleare come visibile 
dall’analisi immunoblotting della frazione nucleare. Questo dato è 
confermato dal test ELISA che misura la capacità di legame al DNA 
del fattore di trascrizione Nrf2, simulandone il meccanismo di azione. 
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I livelli rilevabili di Nrf2 appaiono significativi già dopo 30 minuti di 
trattamento con SF. Questo dato è consistente con quanto ottenuto 
dall’analisi di espressione genica, in cui i livelli di mRNA dei 
principali geni citoprotettivi risultano significativamente più elevati 
rispetto ai controlli non supplementati dopo 2/3 h di trattamento con 
SF. I nostri dati mostrano inoltre che tale induzione si mantiene nel 
tempo, fino a tempi lunghi di trattamento (24-48 h). Tale fenomeno 
può essere giustificato dal fatto che, come suggerito da alcuni autori 
(Kwak et al., 2003; Nguyen et al., 2003b), il fattore di trascrizione 
Nrf2 sia in grado di indurre la sua stessa trascrizione innescando un 
meccanismo di feedback positivo che sostiene l’induzione genica 
long-lasting. 
I principali meccanismi di regolazione proposti riguardano la 
regolazione diretta della quantità di proteina Nrf2, così come la 
regolazione indiretta, ovvero mediata da vie di trasduzione del segnale 
a monte che portano all’attivazione della via Nrf2/ARE. La proteina 
citoscheletrica Keap1 è stata recentemente identificata come 
regolatore chiave dell’attività di Nrf2 (Itoh et al., 1999b). Keap1 è una 
proteina contenente residui cisteinici, alcuni dei quali svolgono un 
ruolo di sensori delle modificazioni dello stato redox cellulare. Inoltre, 
certe cisteine (C257, C273, C288 e C297) interagiscono con il 
dominio N-terminale Neh2 di Nrf2 formando un complesso. Gli 
induttori di fase 2 distruggono il complesso citoplasmatico 
Keap1/Nrf2 mediante una modificazione dei gruppi tiolici delle 
cisteine di Keap1, causando il rilascio di Nrf2 e permettendone la 
traslocazione al nucleo dove attiva la trascrizione dei geni ARE-
dipendenti (Dinkova-Kostova et al., 2002; Hong et al., 2005; 
Yamamoto et al., 2008). 
Un ruolo importante di Keap1 nella via di trasduzione Nrf2/ARE 
risiede nelle proprietà regolatorie nella degradazione di Nrf2. Studi 
recenti indicano che Keap1 è una proteina adattatrice che indirizza 
Nrf2 per l’ubiquitinazione e la degradazione dipendente dal 
proteasoma (Zhang et al., 2003). 
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Un altro meccanismo proposto riguarda la fosforilazione di specifici 
residui di serina e treonina presenti su Nrf2 che faciliterebbero la 
dissociazione del fattore di trascrizione, favorendone la migrazione e 
l’accumulo a livello nucleare. In questo meccanismo sarebbero 
coinvolte delle proteine chinasi che agirebbero a monte. 
SF modula l’attivazione delle proteine chinasi MAPK. Da diversi 
studi è emerso che SF eleva i livelli di mRNA di NQO1 e UGT1A1 e 
della proteina multidrug transporter protein (MRP) in cellule Caco2 
tramite l’attivazione di MEK/ERK (Jakubikova et al., 2005), e 
determina un’attivazione di ERK1/2 in uno studio in vivo nel ratto 
(Hu et al., 2004). Il coinvolgimento di ERK1/2 e JNK nell’induzione 
ARE mediata di SF è stata osservata anche in cheratinociti di topo 
(Manandhar et al., 2007) e di ERK2 e Raf-1 in cellule hepa1c1c/ di 
epatoma murino. Diversamente da ERK e JNK, la MAP chinasi p38 
sembra regolare in modo negativo l’attivazione di Nrf2 (Keum et al., 
2006) che fosforilerebbe Nrf2 in un sito presumibilmente diverso da 
quelli fosforilati da altre chinasi. Tuttavia il ruolo della p38 MAP 
chinasi è ancora controverso. 
Recentemente è stato osservato anche un coinvolgimento 
dell’attivazione della via PI3K/Akt nella regolazione di Nrf2 
(Svehlikova et al., 2004). 
I dati ottenuti in questa tesi dimostrano che il trattamento con SF 5 µM 
determina un aumento dei livelli delle forme fosforilate, quindi attive, 
sia di AKT sia di ERK1/2. Mediante l’utilizzo di specifici inibitori di 
queste vie è stato possibile determinare il loro coinvolgimento nella 
modulazione dell’espressione genica. I risultati ottenuti mostrano che 
solo la MAP chinasi ERK è coinvolta in questo meccanismo che non 
sembra invece essere influenzato da Akt. Bisogna tuttavia ricordare 
che PI3K/Akt è ampiamente coinvolta nella trasduzione di segnali di 
sopravvivenza e crescita cellulare per cui una sua attivazione, anche se 
non direttamente coinvolta nella regolazione dell’attività trascrizionale 
di Nrf2, può essere considerata come un aumento delle difese 
cellulari. Infatti un aumento della forma fosforilata di Akt è stato 
osservato, congiuntamente ad aumentati livelli della proteina 
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antiapoptotica Bcl-2, in cuori di ratto isolati e perfusi dopo che gli 
animali erano stati nutriti con un estratto di broccoli (Mukherjee et al., 
2008). 
Come descritto nel capitolo Materiali e metodi, le colture di 
cardiomiociti utilizzate nella nostra ricerca sono state trattate con SF 
5µM, concentrazione che può essere paragonata a quella plasmatica 
che si raggiunge in seguito all’assunzione dietetica di una porzione di 
broccoli (McNaughton et al., 2003; Ye et al., 2002). 
I risultati ottenuti dimostrano una specifica efficacia di SF nel 
proteggere le cellule cardiache sottoposte ad un danno di tipo 
radicalico tramite l’induzione di una batteria di importanti enzimi 
cellulari ad azione detossificante rappresentando un approccio 
integrato ed efficace per la protezione del danno ossidativo cellulare a 
livello cardiaco. 
Per questa ragione, l’identificazione di componenti minori degli 
alimenti con effetti protettivi sulle cellule cardiache, quali SF, 
potrebbe essere utile per lo sviluppo di una strategia preventiva 
specifica per le patologie cardiache. 
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