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Sommario 
 
 
L’utilizzo di prodotti contenenti estratti vegetali, compresi gli oli essenziali, è ampiamente 

diffuso nell’industria cosmetica, alimentare e farmaceutica; tuttavia, i meccanismi alla base 

dei loro effetti risultano spesso non caratterizzati. 

Nel presente lavoro di tesi sono stati indagati gli effetti dell’olio essenziale di bergamotto 

(Citrus bergamia, Risso) in colture di neuroblastoma umano, SH-SY5Y, di leucemia mie-

loide cronica, K-562, ed in cellule con fenotipo normale, in particolare, colture di fibrobla-

sti di cute umana, Hs 605.Sk. Lo studio è stato rivolto alla caratterizzazione della citotossi-

cità indotta dal BEO e all’identificazione dei meccanismi implicati. 

I risultati ottenuti dimostrano che l’olio essenziale di bergamotto (BEO) riduce la vitalità 

cellulare in colture SH-SY5Y e K-562 quando impiegato a concentrazioni superiori allo 

0,01%. Tale effetto risulta concentrazione- e tempo-dipendente. In tali linee cellulari, a se-

guito del trattamento con il BEO, alcune cellule presentano un fenotipo necrotico, altre le 

caratteristiche dell’apoptosi. 

La morte cellulare non si associa ad aumentata produzione di specie reattive dell’ossigeno 

(ROS); compatibilmente con un meccanismo di morte ROS-indipendente, l’antiossidante 

N-acetil-cisteina non previene gli effetti sulla vitalità cellulare indotti dal BEO. In tali con-

dizioni sperimentali, la morte cellulare è preceduta da un rapido collasso del potenziale di 

membrana mitocondriale (∆Ψm). Nelle cellule SH-SY5Y, oltre ad un’alterazione della 

morfologia mitocondriale, il BEO induce una riorganizzazione delle proteine del citosche-

letro, perdita dell’integrità di membrana e riduzione del volume cellulare. Il danno cellula-
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re interessa anche il nucleo ed una percentuale significativa di cellule presenta ipodiploi-

dia. 

L’esposizione delle cellule SH-SY5Y a concentrazioni citotossiche di BEO induce attiva-

zione della caspasi 3 e clivaggio di PARP; in particolare, il pattern di quest’ultimo, non è 

compatibile con la sola attivazione della caspasi 3, suggerendo l’attivazione di altre fami-

glie di proteasi. Tuttavia, l’inibizione farmacologica delle calpaine e delle catepsine me-

diante pretrattamento con MDL 28170 ed E-64d, rispettivamente, non previene la morte 

delle cellule SH-SY5Y indotta dal BEO, mentre una parziale protezione è conferita 

dall’inibitore delle caspasi, Z-VAD-fmk, che riduce in maniera significativa la percentuale 

di cellule apoptotiche lasciando inalterata la percentuale di cellule che vanno incontro a 

morte per necrosi. 

Concentrazioni citotossiche di BEO interferiscono anche con i meccanismi di sopravviven-

za cellulare come suggerito dalla riduzione della fosforilazione della chinasi Akt. Inoltre, 

l’aumento dell’attività proteolitica indotta dal BEO determina degradazione di Akt e ridu-

zione dei sui livelli intracellulari. 

L’esposizione al BEO di colture di fibroblasti di cute umana, Hs 605.Sk, documenta un 

profilo tossicologico differente rispetto a quello osservato in colture SH-SY5Y e K-562. La 

morte cellulare, valutata dopo 24 ore di esposizione al fitocomplesso, presenta prevalente-

mente le caratteristiche della necrosi; inoltre, essa si osserva solo con concentrazioni supe-

riori allo 0,02%, indicando una minore sensibilità dei fibroblasti agli effetti citotossici del 

BEO rispetto alle cellule tumorali. 

Nel complesso, i risultati ottenuti dimostrano che il BEO riduce la vitalità di cellule in pro-

liferazione attivando diverse vie di morte. La comprensione dei meccanismi attraverso i 
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quali i diversi costituenti del BEO interagiscono per indurre necrosi ed apoptosi potrebbe 

essere utilmente sfruttata in chemioterapia antitumorale dove spesso l’inefficacia dei trat-

tamenti farmacologici è riconducibile ai difetti dell’apoptosi presenti nelle cellulari tumo-

rali. 

Inoltre, considerando il diffuso impiego del BEO in aromaterapia e la carenza di studi tos-

sicologici, i risultati ottenuti nel presente studio suggeriscono che i prodotti a base di tale 

olio essenziale debbano essere utilizzati con cautela e, comunque, a diluizioni appropriate, 

soprattutto quando impiegati mediante applicazione diretta sulla cute e per periodi prolun-

gati. 
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1. Introduzione 

 

1.1 L’olio essenziale di Bergamotto. 

Il bergamotto (Citrus bergamia, Risso) è un agrume appartenente alla famiglia delle Ruta-

cee, genere Citrus, che cresce prevalentemente in una limitata area della costa Calabrese 

(Fig. 1.1). 

La specie coltivata in Calabria è la Vulgaris distinta in tre cultivar sulla base delle caratte-

ristiche morfologiche sia della pianta che del frutto ovvero: Femminello, Castagnaro e 

Fantastico.  

Quest’ultima cultivar rappresenta circa l’80% delle piante di bergamotto coltivate ed è ca-

ratterizzata da una resa elevata e da un’ottima qualità di olio essenziale. 

 

 

Fig. 1.1) Citrus bergamia 
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Anche se piante di bergamotto sono coltivate in regioni dell’Africa, è in Calabria che la 

pianta dà il meglio dei suoi frutti poiché è in questa regione che sono soddisfatte le condi-

zioni microclimatiche favorevoli al suo sviluppo. 

La crescita della pianta e la resa in olio essenziale sono favorite in terreni argilloso-calcarei 

(con un pH compreso tra 6,5 e 7,5), meglio se ubicati in zone collinari e ben soleggiate. Le 

temperature ottimali per la crescita, favorita da frequenti irrigazioni, sono comprese tra i 

13-30°C. 

Dalle parti più esterne del frutto (esocarpo ed epicarpo) ed in parte dal mesocarpo viene ot-

tenuto l’olio essenziale di bergamotto. Il processo estrattivo viene effettuato per spremitura 

a freddo, in accordo con quanto previsto dalla Farmacopea Ufficiale Italiana (1991). 

L’olio essenziale si presenta come un liquido limpido di colore giallo-verde, costituito da 

una frazione volatile (circa il 93-96%) ed un residuo non volatile (4-7%). 

Attraverso l’analisi quali-quantitativa dell’olio è emerso che la frazione volatile è compo-

sta da idrocarburi monoterpenici e sesquiterpenici (limonene, α- e β-pinene, β-mircene, γ-

terpinene, terpinolene, sabinene, β-bisabolene) e derivati ossigenati (linalolo, nerale, gera-

niale, acetato di linalile, acetato di nerile, acetato di geranile) mentre la frazione non volati-

le contiene cere, flavoni polimetossilati, cumarine e psoraleni come il bergaptene (5-

metossipsoralene) e la bergamottina (5-geranilossipsoralene) (Dugo et al., 2000; Mondello 

et al.,1993). 

A causa delle richieste di mercato imposte dall’industria cosmetica, gli oli essenziali, ven-

gono deprivati di costituenti come il bergaptene e i monoterpeni idrocarburi; il primo è re-

sponsabile delle reazioni di fototossicità dell’olio (Zaynoun et al.,1977), mentre i monoter-

peni idrocarburi, oltre che risultare irritanti per la cute (Karlberg et al., 1992), sono mole-
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cole particolarmente instabili in quanto vanno incontro a processi di ossidazione (Karlberg 

et al., 1992; Neuenschwander et al., 2010) e possono alterare le proprietà organolettiche 

degli oli essenziali.  

L’analisi della frazione volatile, condotta con la gas-cromatografia ad alta risoluzione ac-

coppiata alla spettrometria di massa (HRGC/MS), ha permesso di separare i numerosi 

composti presenti, spesso chimicamente molto simili tra loro, o presenti solo in tracce. In 

particolare, l’applicazione di tale tecnica ha permesso di identificare la presenza, nell’olio 

di bergamotto estratto a freddo, di 78 componenti (Verzera et al., 2003). 

Il linalolo e l’acetato di linalile caratterizzano le note olfattive dell’olio ed il loro contenuto 

è considerato un indice di qualità del prodotto; un basso rapporto linalolo/ acetato di linali-

le è considerato un indice di buona qualità per l’essenza dell’olio di bergamotto (Statti et 

al., 2004). 

Accanto a queste considerazioni, l’analisi che probabilmente più delle altre fornisce infor-

mazioni valide per la determinazione della qualità e della genuinità dell’olio, è lo studio 

della distribuzione enantiomerica dei componenti: ogni composto chirale, infatti, è presente 

nell’olio con un caratteristico rapporto enantiomerico (Verzera et al, 2003). Il linalolo ed il 

linalile acetato presentano, negli oli estratti a freddo, un eccesso dell’isomero (-), mentre il 

limonene dell’isomero (+); l’isomero (-) prevale nel β-pinene, sabinene e terpinen-4-olo, 

mentre l’isomero (+) nell’α-terpinolo.  

Durante la stagione produttiva, i rapporti enantiomerici del linalolo, linalile acetato e limo-

nene si presentano costanti, quelli del β-pinene e del sabinene variano entro limiti piuttosto 

piccoli, mentre quelli del terpinen-4-olo variano in maniera irregolare (Mondello et al., 

1998). 
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L’analisi della distribuzione enantiomerica dei costituenti del BEO, inoltre, permette di a-

vere informazioni sul periodo di produzione e sulla tecnologia di estrazione utilizzata. La 

presenza di sostanze, naturali o di sintesi, di origine diversa da quelle presenti nel berga-

motto determina una variazione del rapporto enantiomerico dei componenti originali 

dell’olio, evidenziabile anche in seguito a piccole aggiunte (Verzera et al., 2003). 

Allo scopo di tutelare la qualità e la genuinità dell’olio essenziale di bergamotto, il Con-

sorzio del bergamotto di Reggio Calabria si avvale della Legge Regionale 5 febbraio 1977, 

n° 7 (Norme sul conferimento obbligatorio dell’essenza di bergamotto. BUR n° 10; 11 

febbraio 1977). La legge prevede che tutte le essenze di bergamotto prodotte annualmente 

debbano essere obbligatoriamente consegnate al Consorzio di Reggio Calabria (art. 2; art. 

3) e che l’essenza venga estratta a freddo dai frutti di bergamotto che abbiano raggiunto la 

cosiddetta “maturazione tecnologica” (art. 4). Inoltre, in base al punto 2 dell’articolo 13 

della stessa Legge, i diversi campioni di essenza vengono sottoposti ad un’analisi chimica 

presso la Stazione Sperimentale per l’industria delle essenze e dei derivati degli agrumi di 

Reggio Calabria. In base all’articolo 14 le partite di essenze verranno poi classificate da 

una commissione di valutazione merceologica che attribuirà un coefficiente variabile da 

0.90 a 1.10 alle partite dichiarate pure e che non presentano difetti organolettici. 

Dal 1999 la produzione calabrese dell’olio essenziale di bergamotto di Reggio Calabria è 

tutelata da Denominazione di Origine Protetta (D.O.P.) che la Comunità Europea ha con-

cesso nel marzo 2001 (Reg. CE n. 509/01, GUCE L.76 del 16/03/01). 
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1.2 Effetti farmacologi del BEO in modelli sperimentali animali 

Negli ultimi anni, sono stati condotti diversi studi sperimentali che hanno permesso di am-

pliare le conoscenze relative alle proprietà terapeutiche dell’olio essenziale di bergamotto, 

già impiegato da moltissimi anni in medicina popolare come antisettico ed antielmintico. 

Molti componenti degli oli essenziali sono in grado di attraversare la barriera emato-

encefalica (BEE) ed entrare nel sistema nervoso centrale (SNC) dopo inalazione, applica-

zione transdermica, somministrazione intraperitoneale (i.p.), sottocutanea (s.c.) o sommini-

strazione orale. Per queste ragioni gli oli essenziali, come quello di bergamotto, trovano 

applicazione in aromaterapia, una medicina complementare molto diffusa nei paesi indu-

strializzati. Benché non siano del tutto comprese le basi razionali degli effetti esercitati, 

l’aromaterapia è ritenuta un valido approccio terapeutico per migliorare l’umore, lenire 

l’ansia da stress, la depressione ed il dolore cronico (Brooker et al., 1997; Perry & Perry, 

2006). 

Numerosi dati sono stati raccolti a supporto degli effetti esercitati dal BEO a livello del 

SNC di ratto. In particolare, attraverso tecniche di elettroencefalografia (EEG) sviluppate 

per monitorare aree discrete del SNC e correlare cambiamenti comportamentali a variazio-

ni dello spettro EEG (vedi Bagetta et al., 1988), è stato riscontrato che la somministrazione 

sistemica di dosi crescenti (100, 250, 500 µl/Kg, i.p.) di BEO causa una sequenza di effetti 

sedativi e stimolanti, correlati alla dose. Un aumento della locomozione e 

dell’atteggiamento esplorativo, correlato ad un aumento delle bande ad alta frequenza dello 

spettro EEG, si osserva in seguito alla  somministrazione di 250 µl/Kg, mentre dosi più 

basse sono associate ad una protratta immobilità e all’aumento delle bande a bassa fre-

quenza (Rombolà et al., 2009). Questi effetti sono attribuibili a componenti presenti nella 
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frazione volatile dell’olio dal momento che la frazione priva di bergaptene determina effet-

ti sovrapponibili a quelli precedentemente descritti. 

Ulteriori dati a supporto degli effetti esercitati dal BEO a livello del SNC derivano dalle 

osservazioni fatte da Saiyudthong e Marsden (2011) che descrivono l’effetto ansiolitico in-

dotto dal fitocomplesso, nel ratto. In particolare, è stato dimostrato che l’inalazione di BEO 

(1-5%) riduce le risposte comportamentali associate allo stress con un effetto sovrapponi-

bile a quello indotto dalla somministrazione di diazepam (1 mg/kg, i.p.). Anche le risposte 

ormonali indotte dallo stress vengono modificate dall’inalazione di BEO (2.5%), come di-

mostrato dalla significativa riduzione dei livelli ematici di corticosterone (Saiyudthong & 

Marsden, 2011). 

Recenti evidenze sperimentali ottenute sia in vitro che in vivo, nel ratto,  hanno dimostrato 

la capacità del BEO di modulare la trasmissione sinaptica. L’olio essenziale somministrato 

per via sistemica o microinfuso nell’ippocampo, modifica le concentrazioni sinaptiche di 

neurotrasmettitori eccitatori e inibitori (Morrone et al., 2007). 

In particolare, attraverso tecniche di microdialisi cerebrale, è stato riscontrato che la som-

ministrazione sistemica di BEO aumenta i livelli extracellulari di glicina, aspartato e tauri-

na nell’ippocampo con un meccanismo calcio (Ca2+)-dipendente. In esperimenti condotti 

utilizzando un fluido cerebrospinale artificiale privo di Ca2+, infatti, non si osserva tale ri-

lascio, suggerendo che il fitocomplesso possa influenzare i meccanismi esocitotici di rila-

scio dei neurotrasmettitori (Morrone et al., 2007). 

Negli stessi studi è stato dimostrato che la somministrazione focale dell’olio diluito 1:1, 

microinfuso attraverso sonde per microdialisi impiantate a livello ippocampale, incrementa 

significativamente i livelli extracellulari di glutammato (GLU) e determina un trend 
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all’aumento dei livelli extracellulari di acido γ-ammino-butirrico (GABA), con un mecca-

nismo Ca2+- dipendente, come osservato dopo somministrazione sistemica. 

Diversamente, la microinfusione di BEO non diluito determina un aumento dei livelli e-

xtracellulari di tutti gli aminoacidi studiati, con un meccanismo Ca2+-indipendente. 

I meccanismi implicati nel rilascio di neurotrasmettitori indotto dal BEO sono stati indagati 

in vitro, impiegando preparazioni di sinaptosomi ottenuti dall’ippocampo di ratto. 

Il sistema sperimentale adottato, lavorando in superfusione, assicura che ogni composto ri-

lasciato venga rimosso e che non possa interagire con eventuali bersagli presinaptici pre-

senti sulla membrana esterna dei sinaptosomi (trasportatori o recettori presinaptici) (Raiteri 

et al., 1984). I suddetti bersagli non vengono occupati da ligandi, a meno che appropriati 

ligandi non siano aggiunti al mezzo di superfusione. 

In queste condizioni sperimentali è stato seguito il rilascio mediato dal BEO di glutammato 

endogeno e dell’analogo, non metabolizzabile, 3H-D-aspartato. I risultati ottenuti hanno 

dimostrato che il BEO determina un rilascio concentrazione-dipendente dei due aminoaci-

di. Il rilascio di 3H-D-aspartato indotto da basse diluizioni (1:3000) di BEO è Ca2+-

indipendente e sensibile all’azione del DL-TBOA, un inibitore selettivo dei trasportatori 

degli aminoacidi eccitatori (Shimamoto et al., 1998). Ciò suggerisce come i trasportatori 

lavorino con un meccanismo inverso dopo l’esposizione al fitocomplesso per mediare il ri-

lascio di glutammato. 

Impiegando alte diluizioni di BEO (1:10000), al contrario, solo il 50% del rilascio di 3H-D-

aspartato è prevenuto dal DL-TBOA mentre il rilascio della restante parte è sensibile 

all’omissione del Ca2+, in linea con l’ipotesi che basse concentrazioni del fitocomplesso 
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determinano un rilascio esocitotico di glutammato nell’ippocampo di ratto (Morrone et al., 

2007). 

Le evidenze sperimentali ottenute in vivo ed in vitro (Morrone et al., 2007) permettono di 

trarre le stesse conclusioni circa il meccanismo di rilascio di aminoacidi eccitatori indotto 

dal BEO che risulta di tipo esocitotico per le basse concentrazioni del fitocomplesso, pos-

sibilmente dovuto alla stimolazione di recettori presinaptici presenti sulle terminazioni 

nervose, mentre alte concentrazioni di BEO determinano un rilascio carrier-mediato ed in-

dipendente dall’esocitosi (Attwell et al., 1993; Levi & Raiteri, 1993). 

Sebbene il/i costituenti responsabili degli effetti osservati non siano stati ancora individua-

ti, evidenze sperimentali ottenute mediante l’impiego di specifiche frazioni dell’essenza 

naturale suggeriscono che questo o questi debbano essere ricercati fra i terpeni presenti 

nella frazione volatile dell’olio. Infatti, mentre la frazione deprivata di bergaptene produce 

effetti sovrapponibili a quelli indotti dal fitocomplesso, l’utilizzo della frazione deterpenata 

non modifica il rilascio di aminoacidi eccitatori (Morrone et al., 2007). 

Altri dati interessanti circa le proprietà terapeutiche del BEO derivano dall’impiego del fi-

tocomplesso in un modello di ischemia cerebrale focale sperimentalmente indotta nel ratto 

(Amantea et al., 2009). L’ischemia cerebrale determina un aumento dei livelli extracellula-

ri di neurotrasmettitori eccitatori in conseguenza di un aumentato rilascio dalle terminazio-

ni nervose, della riduzione dell’attività dei trasportatori deputati al recupero degli stessi 

dallo spazio sinaptico e, successivamente, dell’inversione della direzione del trasporto da 

essi operato (Rossi et al., 2000). Inoltre, l’aumento dei radicali liberi (specie reattive 

dell’ossigeno, ROS) i quali ossidano i trasportatori del glutammato, riducendone l’attività, 

contribuisce alla diminuita efficienza dei meccanismi di ricaptazione del neurotrasmittore 
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nelle fasi successive ad un evento ischemico (Trotti et al., 1998). La concentrazione sinap-

tica di tali aminoacidi raggiunge, quindi, livelli patologici che contribuiscono al danno neu-

ronale causato dall’insulto ischemico. 

E’ stato recentemente documentato che la somministrazione intraperitoneale di BEO ridu-

ce, in maniera dose-dipendente, il volume di infarto conseguente ad ischemia cerebrale 

sperimentalmente indotta nel ratto mediante occlusione dell’arteria cerebrale media 

(MCAo) (Amantea et al., 2009). Nelle stesse condizioni sperimentali, l’impiego di tecniche 

di microdialisi ha documentato che il BEO previene l’aumento dei livelli extracellulari de-

gli aminoacidi a carattere eccitatorio, glutammato ed aspartato, che si osserva nella pe-

nombra ischemica subito dopo l’occlusione dell’arteria cerebrale media (MCA). Tali effetti 

sono osservati a dosi di BEO (0.5 ml/kg i.p.) che, in condizioni basali, non modificano i li-

velli extracellulari di neurotrasmettitori nella corteccia fronto-parietale (Amantea et al., 

2005). Ulteriori studi sono necessari al fine di stabilire se tale effetto sia legato ad 

un’azione scavenger e antiossidante del BEO (Corasaniti et al., 2007) che previene il dan-

no ossidativo dei trasportatori del glutammato o ad una normalizzazione dell’attività e/o 

della direzione del trasporto degli stessi (Morrone et al., 2007). 

Nello stesso modello sperimentale, oltre a prevenire l’aumento dei livelli extracellulari di 

glutammato ed aspartato che si verifica nella penombra ischemica subito dopo l’MCAo, il 

BEO aumenta la fosforilazione della chinasi Akt e di uno dei suoi principali substrati, 

GSK-3β, che risulta altrimenti ridotta nella corteccia cerebrale a distanza di 24 ore 

dall’insulto ischemico. Questo effetto è specifico, dal momento che il pretrattamento con 

BEO non altera i livelli di fosforilazione della fosfatasi PTEN, tipicamente ridotta in corso 

di ischemia (Amantea et a., 2009). 
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La fosforilazione ed attivazione della chinasi Akt è un fenomeno funzionale alla sopravvi-

venza cellulare. Akt fosforila ed inattiva proteine coinvolte nella morte cellulare tra cui 

Bad, caspasi-9 e GSK-3β, prevenendo, quindi, il rilascio di citocromo c dai mitocondri e 

l’attivazione della caspasi 3 (Brazil & Hammings, 2001; Cardone et al., 1998; Grimes & 

Jope 2001). La capacità del BEO di aumentare la fosforilazione e, quindi, l’attività di Akt, 

è di particolare interesse dal momento che la neuroprotezione nei confronti del danno i-

schemico cerebrale conferita da fattori neurotrofici ed ormoni (IGF-1, estrogeni, eritropoie-

tina) è stata correlata all’aumento dei livelli di fosforilazione della chinasi Akt (Amantea et 

al., 2005; Fukunaga & Kawano, 2003; Zhao et al., 2005). 

Gli esperimenti condotti in vitro corroborano le evidenze ottenute in vivo circa l’azione 

neuroprotettiva del BEO. E’ stato, infatti, dimostrato che, in colture cellulari di neurobla-

stoma umano, SH-SY5Y, esposte all’eccitotossina N-metil-D-aspartato (NMDA), il pre-

trattamento con BEO (0,005-0,01%) protegge dalla morte cellulare attraverso un meccani-

smo che è dipendente dalla fosforilazione ed attivazione della chinasi Akt (Corasaniti et 

al., 2007). L’effetto neuroprotettivo del BEO è, infatti, revertito dall’LY294002, un inibito-

re della fosfatidil-inositolo 3 chinasi (PI3K) (Vlahos et al., 1994). 

Sulla stessa linea cellulare l’effetto del BEO sulla chinasi Akt è stato confermato in condi-

zioni di deprivazione da siero. I livelli di fosforilazione della chinasi, ridotti dall’assenza di 

fattori trofici nel mezzo, sono ripristinati dal trattamento con il fitocomplesso che non alte-

ra, invece, il grado di fosforilazione nella popolazione controllo (Corasaniti et al., 2007). 

L’aromaterapia viene impiegata per lenire i dolori neuromuscolari (Ferrel-Torry & Glick, 

1993) oltre che nel migliorare l’umore dei pazienti affetti da cancro (Wilkinson et al., 

2007). Studi recenti documentano che il BEO esplica effetti antinocicettivi in modelli ani-
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mali di dolore (Bagetta et al., 2010; Sakurada et al., 2009, 2011), fornendo una base razio-

nale al diffuso impiego dell’olio essenziale in aromaterapia. 

La somministrazione sottocutanea di capsaicina, principio attivo contenuto nelle bacche di 

piante del genere Capsicum, induce nei topini risposte nocicettive simili a quelle ottenute 

dalla somministrazione intraplantare di formalina (Sakurada et al., 1992). Lo stimolo noci-

cettivo prodotto dall’iniezione intraplantare di capsaicina, che induce l’animale a leccare e 

mordicchiare la parte interessata, è immediato e di breve durata (5 min) e può essere ridot-

to dall’applicazione locale o dalla somministrazione sistemica di morfina (Sakurada et al., 

1994).  

È noto che la capsaicina agisce stimolando in maniera pressocchè esclusiva le fibre affe-

renti di tipo C attraverso l’interazione con i recettori vanilloidi di tipo I (TRPV-1) (Di 

Marzo et al., 2002; Szallasi et al., 2007). In questo modello sperimentale di dolore, 

l’iniezione intraplantare, ipsilaterale, di BEO (5, 10, 20 µg) produce un significativo effetto 

antinocicettivo; al contrario, l’iniezione controlaterale al sito di iniezione della capsaicina, 

non produce alcun effetto antinocicettivo, escludendo un’azione sistemica del BEO, a fa-

vore dell’effetto analgesico locale.  

Altri oli essenziali, come quelli estratti da Salvia sclarea, Thymus vulgaris, Lavandula 

hybrida reydovan e Lavandula angustifolia, riproducono gli effetti antinocicettivi del BEO 

nel test della capsaicina; l’azione è probabilmente ascrivibile ad uno o più componenti di 

natura monoterpenica essendo tutte le essenze impiegate particolarmente ricche di linalolo 

e/o acetato di linalile (Sakurada et al., 2009). Successivamente, infatti, è stato dimostrato 

che il linalolo (2.5, 5, 10 µg) e l’acetato di linalile (10, 20 µg), come il BEO (10, 20 µg), 
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riducono in maniera statisticamente significativa la risposta nocicettiva indotta dalla som-

ministrazione intraplantare di capsaicina nei topini (Sakurada et al., 2011). 

L’effetto antinocicettivo rilevato con il test della capsaicina può essere mediato 

dall’interazione dei costituenti del BEO di natura terpenica con i recettori oppioidi periferi-

ci. Ad avvalorare questa ipotesi, l’evidenza che l’effetto antinocicettivo del linalolo, som-

ministrato per via sottocutanea, è ridotto dal pretrattamento con l’antagonista dei recettori 

oppioidi, naloxone (Peana et al., 2004). 

Il coinvolgimento del sistema oppioide nell’azione analgesica del BEO è stato dimostrato 

con la somministrazione di naloxone (2.0-8.0 mg/kg, i.p.) 10 min prima dell’iniezione in-

traplantare di BEO o linalolo e 20 min prima dell’iniezione intraplantare, ipsilaterale, della 

capsaicina. In tali esperimenti, il naloxone ha revertito l’effetto analgesico del BEO e del 

linalolo (Sakurada et al., 2011). Inoltre, è stato documentato che dosi inattive di BEO (5 µg 

i.p.) o linalolo (1,25 µg i.p.) potenziano l’effetto antinocicettivo indotto dalla morfina (1 

mg/Kg, i.p. o 100 pmol per via intratecale) e che tale effetto è revertito dal (Sakurada et al., 

2011).  

È noto che il dolore neuropatico è resistente al trattamento con gli oppiacei; pertanto, né la 

somministrazione sistemica, né quella intratecale di oppiacei riducono la sintomatologia in 

modelli sperimentali di dolore neuropatico nel ratto (Mao et al., 1995; Ossipov et al., 

1995). Recentemente, è stato documentato che il BEO (1 ml/Kg s.c.) (Bagetta et al., 2010) 

ed il linalolo (100 mg/Kg s.c.) (Berliocchi et al., 2009) attenuano significativamente 

l’allodinia meccanica nel modello sperimentale di dolore neuropatico indotto dalla legatura 

del nervo spinale nel topo. Tale effetto è da attribuire, solo in parte, all’azione antiinfiam-

matoria del linalolo (Berliocchi et al., 2009). 
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Altre evidenze sperimentali sulle proprietà dell’olio essenziale di bergamotto derivano dal 

lavoro condotto da Mollace e collaboratori che hanno evidenziato l’azione protettiva espli-

cata dalla frazione non-volatile del BEO (BEO-NVF), in un modello di angioplastica spe-

rimentale nel ratto (Mollace et al., 2008). In tale modello, il danno meccanico a carico 

dell’endotelio vasale causa proliferazione delle cellule della muscolatura liscia vasale e 

formazione di un tessuto neointimale; inoltre, questo processo è associato a stress ossidati-

vo e ad aumento dell’espressione del recettore LOX-1 per le lipoproteine a bassa densità 

(LDL) ossidate. Il pretrattamento con il BEO-NVF riduce la formazione della neointima, 

l’accumulo di radicali liberi e l’espressione del recettore LOX-1 suggerendo che gli antios-

sidanti naturali possono rappresentare una strategia terapeutica importante per il trattamen-

to di disordini vascolari. 

1.2.1 Effetti farmacologici dei principali costituenti del BEO 

Gran parte della letteratura relativa agli oli essenziali ed ai loro costituenti ne evidenzia le 

proprietà antisettiche e antimicrobiche, gli effetti benefici nella prevenzione delle patologie 

cardiovascolari e l’attività antiproliferativa che potrebbe essere sfruttata nella cura dei tu-

mori (Chen et al., 2011; Edris, 2007). 

I costituenti quantitativamente più rilevanti nell’olio essenziale di bergamotto sono i com-

posti di natura terpenica quali il linalolo, l’acetato di linalile e il limonene, presenti nella 

frazione volatile dell’olio e il bergaptene, principale costituente del residuo non volatile.  

Relativamente al linalolo, monoterpene che rappresenta circa il 10% dell’essenza, studi 

presenti in letteratura documentano le proprietà anticonvulsivanti di questo composto in 

modelli animali di epilessia sperimentalmente indotta (Elisabetsky et al., 1999) e la capaci-

tà di modulare la trasmissione glutammatergica (Brum et al., 2001).  
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È stato osservato un effetto antiproliferativo del linalolo in alcune linee cellulari di carci-

noma umano alla cervice, pelle, stomaco, polmone ed ossa (Cherng et al., 2007). È stato, 

inoltre, dimostrato come il linalolo, da solo, inibisca moderatamente la proliferazione di 

cellule di adenocarcinoma mammmario MCF-7 (fenotipo wild type) e del fenotipo MDR 

(multi drug resistance) (MCF-7 AdrR), potenziando la citotossicità indotta dalla doxorubi-

cina in entrambe le linee cellulari. Il sinergismo evidente nella linea MCF-7 AdrR sembra 

essere dovuto alla capacità del linalolo di aumentare le concentrazioni intracellulari di do-

xorubicina e di ridurre i livelli di Bcl-xL (Ravizza et al., 2008). 

Studi più recenti hanno dimostrato le proprietà antiproliferative di tale sostanza in linee 

cellulari di leucemia con fenotipo wild type per la proteina p53 (Gu et al., 2010). 

Il linalolo, insieme ad altri terpeni, rientra nella composizione di prodotti cosmetici e der-

matologici sia in qualità di principio attivo che come promotore di assorbimento. L’effetto 

“penetration enhancer” del linalolo è dovuto all’orientamento della molecola all’interno 

del doppio strato lipidico di membrana ed è tale da favorire sia il proprio assorbimento, sia 

quello di altri principi attivi come, ad esempio, l’aloperidolo (Vaddi et al., 2002). 

Studi di assorbimento condotti in vitro hanno rivelato come l’acetato di linalile, che rap-

presenta circa il 30% dell’essenza di bergamotto, pur essendo un composto più lipofilo del 

linalolo, è tra i due quello meno assorbito (Cal & Sznitowska, 2003). 

L’acetato di linalile è stato al centro di uno studio che ne ha documentato l’effetto miori-

lassante sulla muscolatura liscia dell’arteria carotide di coniglio, pre-contratta da fenilefri-

na. In particolare, è stato dimostrato che l’effetto dell’acetato di linalile è in parte ascrivibi-

le al nitrossido (NO) e, in parte, all’azione diretta del terpene sulla fosfatasi della catena 

leggera della miosina (Koto et al., 2006). 
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Da studi recenti è emerso che l’acetato di linalile, in associazione con altri costituenti degli 

oli essenziali, quali terpineolo e canfora, esercita un’azione antiproliferativa in linee cellu-

lari di cancro al colon, HCT-116 (Itani, 2008). In particolare, è stato osservato che la morte 

cellulare per apoptosi segue la via mitocondriale nelle cellule HCT-116 (p53+/+ ), con un 

meccanismo caspasi-dipendente, mentre, la morte cellulare nelle colture HCT-116 (p53-/-), 

nonostante la presenza degli eventi caratteristici dell’apoptosi quali il rilascio del citocro-

mo-c e il clivaggio di PARP, è caspasi-indipendente (Itani et al., 2008). 

Il limonene, monoterpene idrocarburo monociclico, costituisce circa il 38% dell’intera es-

senza di bergamotto. Numerosi studi, condotti impiegando modelli sperimentali animali, 

hanno evidenziato l’azione preventiva di tale sostanza nell’insorgenza di tumori a livello 

della ghiandola mammaria, del polmone, dello stomaco e della pelle, indotti da idrocarburi 

policiclici aromatici e da nitrosammine (Elegbede et al., 1986; Elson et al., 1988; Hombur-

ger et al., 1971). 

Studi successivi hanno documentato l’attività antiproliferativa del limonene in vitro e in 

vivo. 

L’azione proapoptotica del limonene è stata evidenziata in modelli di xenotrapianto di cel-

lule di tumore gastrico nel topo e in vitro nella linea tumorale BGC-823, con un’efficacia 

potenziata dal 5-fluorouracile (Lu et al., 2003; 2004). 

I meccanismi alla base dell’attività antitumorale del limonene sono stati solo parzialmente 

chiariti; tuttavia, un ruolo importante potrebbe essere svolto dalla capacità di interferire 

con l’isoprenilazione delle proteine (Crowell et al., 1994; Kawata et al., 1994). 

Tale  modificazione post-trascrizionale comporta l’aggiunta di gruppi funzionali su un re-

siduo di cisteina all’estremità carbossi-terminale di molte proteine delle cellule eucarioti-



                                                                                                                                                                                                                                                                         

 

 

- 22 -

che (Schafer & Rine, 1992). I donatori specifici dei gruppi isoprenilici sono il farnesil-

pirofosfato (FPP) ed il geranilgeranil-pirofosfato (GGPP), entrambi metaboliti della via del 

mevalonato (Gelb et al., 1995). Gli enzimi che catalizzano le reazioni di isoprenilazione 

sono rispettivamente la farnesil-transferasi e la geranilgeranil-transferasi. 

Proteine come Ras e p21 subiscono tale modificazione post-trascrizionale il cui risultato è 

quello di favorire la crescita cellulare, dunque la progressione neoplastica. E’ stato postula-

to che gli effetti antitumorali del limonene e dei suoi metaboliti siano dovuti alla capacità 

di bloccare l’isoprenilazione proteica o di inibire la sintesi di farnesil-pirofosfato e geranil-

geranil-pirofosfato, interferendo con la via del mevalonato oppure attraverso l’inibizione 

degli enzimi farnesil-transferasi e geranilgeranil-transferasi (Gelb et al., 1995). 

Il bergaptene è il principale componente del residuo non volatile del BEO. Si tratta di uno 

psoralene responsabile di fototossicità cutanea in seguito ad applicazione topica ed esposi-

zione alle radiazioni UVA, (320-400 nm) (Zaynoun et al., 1977). 

E’ stato proposto che gli psoraleni favoriscono l’abbronzatura poiché stimolano la melano-

genesi, come dimostrato in colture di cellule di melanoma murino S91 e melanociti umani 

(Mengeaud & Ortonne, 1994, 1996) e determinano l’ispessimento dello strato corneo 

dell’epidermide (Treffel et al., 1991).  

Le sostanze fotodinamiche dell’olio di bergamotto risultano rilevanti, inoltre, nella cura di 

alcune patologie importanti come la psoriasi e la vitiligine; agli inizi degli anni ’70, infatti, 

fu introdotta la “PUVA-terapia” utilizzando 8-metossipsoralene (8-MOP) e raggi UVA per 

il trattamento della psoriasi (Parrish et al., 1974). 

L’azione antiproliferativa del bergaptene è stata recentemente studiata in colture di carci-

noma mammario, MCF-7. I risultati ottenuti dimostrano che, alla concentrazione 6µM, il 
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bergaptene determina una modesta riduzione della vitalità cellulare, pari a circa il 20%; 

l’effetto è significativo solo dopo esposizione ai raggi UVA delle cellule MCF-7 preceden-

temente trattate con il bergaptene (Panno et al., 2010). 

 

 

1.3 Approcci terapeutici per la cura del cancro 

La più datata ed accettata definizione di neoplasia risale al 1952 quando l’oncologo Willis 

la descrisse come massa anomala di tessuto la cui crescita è eccessiva e scoordinata rispet-

to a quella del tessuto normale. Il termine cancro è utilizzato per descrivere un quadro pa-

tologico in cui le cellule di un organismo si dividono senza controllo invadendo altri tessu-

ti, anche lontani da quello di origine, servendosi principalmente del sistema linfatico.  

Secondo recenti indagini statistiche condotte dal National Cancer Institute (U.S. National 

Institute of Health), più di 1.500.000 nuovi casi di cancro vengono diagnosticati ogni anno 

solo negli Stati Uniti (Howlader et al., 2010) dove tale patologia è la seconda causa di mor-

te (Jemal et al., 2008). Dalle stesse indagini epidemiologiche emerge che dal 2004 al 2008 

l’età media per la diagnosi del cancro è di 66 anni e che il rischio d’insorgenza dei tumori è 

influenzato dal sesso, maggiore per i soggetti di sesso maschile, oltre che dall’etnia di ap-

partenenza (Fig. 1.2). 
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Fig. 1.2) Incidenza del cancro nel 2009. American Cancer Society 

 

L’eziologia della patologia è multifattoriale, condizionata da componenti genetiche, am-

bientali, biologiche e dallo stile di vita che nel complesso costituiscono i fattori di rischio 

per lo sviluppo del cancro. 

Oltre alla pratica chirurgica, si ricorre a diversi approcci terapeutici per la cura del cancro, 

alcuni in fase di sperimentazione clinica, come la terapia genica. Frequente è il ricorso alla 

radioterapia (Lawrence et al 2008), pre o post-operatoria, alla terapia biologica, anche nota 

come immunoterapia e alla chemioterapia. 

Il successo delle strategie terapeutiche in ambito oncologico, il cui scopo è quello di neu-

tralizzare selettivamente le masse di tessuto anomalo e contrastarne i meccanismi di resi-

stenza, è fortemente dipendente dalla sensibilità ai processi che conducono alla morte cel-

lulare (Ricci & Zong, 2006).  
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Sono state descritte quattro categorie di dinamiche cellulari che conducono a morte. Si trat-

ta dei fenomeni conosciuti come apoptosi, autofagia, necrosi e catastrofe mitotica (Okada 

& Mak, 2004). L’arresto permanente della crescita cellulare o senescenza è altresì conside-

rato come un meccanismo di morte cellulare (Dimri, 2005) (Fig. 1.3)  

Tale classificazione si basa sulle caratteristiche biochimiche e morfologiche individuate 

nelle cellule. Due dei fenomeni elencati, l’apoptosi e l’autofagia, sono considerati tipi di 

morte “programmata” (Danial & Korsmeyer, 2004, Lum et al., 2005) ad indicare uno stret-

to controllo genico, al contrario, la catastrofe mitotica e la necrosi vengono considerate ri-

sposte passive ad un insulto cellulare aberrante, benché evidenze sperimentali suggeriscano 

che anche queste ultime due siano forme di morte controllata (Castedo et al., 2004, Zong & 

Thompson, 2006). 

Anomalie nei meccanismi di regolazione di ciascuno di questi fenomeni sono state impli-

cate nella genesi dei tumori. 

Il principio razionale che guidò lo sviluppo dei farmaci usati in chemioterapia, il cui utiliz-

zo ebbe inizio negli anni ’40 (Gilman & Philips, 1946), è costituito dalla particolare sensi-

bilità delle cellule in rapida divisione ai danni al DNA ed alla compromissione dei mecca-

nismi che consentono la mitosi. Questo portò all’utilizzo di molecole come il cisplatino e 

derivati, gli agenti alchilanti come la nitrosurea o la ciclofosfasmide, gli analoghi strutturali 

dei precursori nucleotidici (5-fluorouracile, citarabina, gemcitabina), nonché gli inibitori 

della topoisomerasi (etoposide, doxorubicina, irinotecano) (Jamieson & Lippard, 1999; 

Schwartz & Waxman, 2001). L’effetto determinato dalla prolungata e ripetuta esposizione 

a questi farmaci dei fenotipi sensibili è la morte cellulare per apoptosi con conseguente ri-

duzione delle dimensioni della massa tumorale. Oltre a dover affrontare il problema della 
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scarsa selettività di queste sostanze, che frequentemente aggrediscono altri tessuti, in cui le 

cellule sono attivamente proliferanti, come l’epitelio gastrointestinale, il tessuto ematopo-

ietico ecc., occorre contrastare i meccanismi cellulari che fisiologicamente si attivano in 

risposta ad uno stimolo lesivo o che normalmente si oppongono alla morte cellulare. 

Proteine anti-apoptotiche come quelle appartenenti alla famiglia di Bcl-2 sono overespres-

se in vari tipi di cancro e strategie mirate alla loro modulazione sono attualmente in fase di 

sperimentazione (Makin & Dive 2001). Tali proteine agiscono principalmente a livello mi-

tocondriale, regolandone la permeabilità di membrana e impedendo il rilascio di fattori 

pro-apoptotici (Korsmeyer,1999). Tra le molecole in fase avanzata di sperimentazione cli-

nica, oblimersen (Genasense® ,Genta Inc., Berekeley H., NJ) è un oligonucleotide antisen-

so resistente alle nucleasi che inibisce l’espressione di Bcl-2. Questo farmaco si è rivelato 

valido in combinazione con il docetaxel nella cura del cancro prostatico ormone-resistente 

(Tolcher et al., 2005). 

I membri anti-apoptotici della famiglia Bcl-2 condividono un sito di legame, ad alta affini-

tà, per il dominio BH-3 dei membri pro-apoptotici, attraverso il quale ne prevengono 

l’attivazione e l’esecuzione della cascata di eventi che conduce a morte cellulare (Schwartz 

& Hockenbery 2006). Queste evidenze hanno stimolato la sintesi di peptidi contenenti un 

dominio BH3 per antagonizzare l’attività anti-apoptotica delle proteine correlate a Bcl-2. 

Tali molecole, identificate con l’acronimo SAHB (stabilized alpha-helix of BCL-2 do-

mains), sono in grado di attraversare le membrane cellulari, sono caratterizzate da elevata 

resistenza alle proteasi ed instaurano legami ad alta affinità con i membri anti-apoptotici 

della famiglia Bcl-2, consentendo l’esecuzione della morte programmata (Walensky et al., 

2004). Molecole appartenenti a questa categoria sono in fase di sperimentazione clinica; 
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fra queste, GX15-070 conosciuto anche come Obatoclax e sviluppato dalla GeminX (Mon-

treal, Canada). Tale composto ha dimostrato una modesta attività terapeutica nella cura di 

tumori della linea bianca del sangue; tuttavia, la sua scarsa tossicità lo ha candidato per 

nuovi studi in associazione con altri chemioterapici (O’Brien et al., 2009). 

Risultati meno entusiasmanti sono stati ottenuti dagli approcci mirati all’attivazione della 

via estrinseca dell’apoptosi, mediante l’impiego del fattore di necrosi tumorale (TNF) o del 

ligando di FAS, a causa degli importanti effetti collaterali indotti (Hersh et al., 1991; Oga-

sawara et al., 1993). Al contrario, evidenze sperimentali ottenute in modelli di xenotrapian-

to nei roditori e nei primati hanno sottolineato l’efficacia e la scarsa tossicità dell’utilizzo 

di TRAIL, anche noto come Apo2L, un agonista di recettori dei membri della famiglia del 

fattore di necrosi tumorale (TNFR), in grado di attivare il processo apoptotico (Ashkenazi 

et al., 1999). Tali evidenze hanno portato all’avvio della sperimentazione clinica di TRAIL 

ricombinante e di anticorpi attivanti i recettori di morte come DR5 (Chuntharapai et al., 

2001; Ichikawa et al., 2001). In particolare, risultati soddisfacenti sono stati ottenuti, sia in 

vitro che in vivo, dalla combinazione della radioterapia e chemioterapia con TRAIL grazie 

alla sensibilizzazione dei fenotipi resistenti (Chinnaiyan et al., 2000).  

E’ stata valutata anche la possibilità di attivare direttamente le caspasi. Tali proteasi, con-

tenenti un residuo nucleofilo di cisteina, partecipano al clivaggio di proteine riconoscendo 

una specifica sequenza in corrispondenza di residui di aspartato e intervengono sia nella 

via estrinseca che in quella intrinseca dell’apoptosi (Thornberry & Lazebnik, 1998). Sono 

stati realizzati vettori ad adenovirus per l’introduzione della caspasi-9 modificata (iCaspa-

si-9), la cui espressione nelle cellule bersaglio è controllata da un promotore responsivo a-
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gli androgeni. In questo sistema, la somministrazione di un farmaco attivante produce 

l’auto-proteolisi ed attivazione della proteina, seguita da apoptosi (Xie et al., 2001). 

Mutazioni a carico del proto-oncogene p53 sono state individuate in più del 50% dei tumo-

ri (Hollstein et al., 1996) ed alcuni modelli sperimentali in vivo hanno correlato l’assenza 

di p53 ad una forte incidenza nello sviluppo precoce di neoplasie (Donehower et al., 1992). 

Tali mutazioni, inoltre, contribuiscono allo sviluppo di resistenza dei tumori ai chemiote-

rapici per insensibilità all’apoptosi dipendente da p53 (Donehower et al., 1992; Vogelstein 

et al., 2000). Quello di ripristinare i livelli e le funzioni di p53 wild-type è uno degli obiet-

tivi principali nell’elaborazione di strategie terapeutiche per la cura del cancro (Wang et 

al., 2003). A tale scopo è stata testata la terapia genica per il rilascio di p53 all’interno di 

cellule tumorali mediante l’utilizzo di vettori ad adenovirus in pazienti con cancro polmo-

nare e cancro ovarico. Tale approccio è ben tollerato dai pazienti con un’efficacia variabile 

e favorita dalla combinazione con la radio/chemioterapia (Higuchi et al., 2003; Schuler et 

al., 2001). Altre strategie mirano a stabilizzare i livelli di p53 mediante l’impiego di piccoli 

peptidi contenenti la sequenza ammino-terminale della proteina. Questi sono in grado di 

ostacolare il legame tra p53 e MDM2 (mouse double minute 2) prevenendone la degrada-

zione mediata dal proteosoma (Kanovsky et al.,2001). Diverse tecniche sono state anche 

introdotte per ripristinare la capacità di legame al DNA e l’attività trascrizionale per la 

forma mutata di p53. Tra le molecole candidate per i trials clinici troviamo CP-31398 

(Bykov et al., 2002) che risulta efficace in diverse linee cellulari contenenti forme mutate 

di p53 (Takimoto et al., 2002). 

L’evidenza che, in diversi tipi di tumore, le vie che mediano l’apoptosi siano compromesse 

induce a ricercare strategie terapeutiche che abbiano come bersaglio l’attivazione di mec-
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canismi di morte alternativi, quali la necrosi. Approcci riconosciuti in grado di attivare 

questa via di morte nelle cellule tumorali sono il trattamento fotodinamico (PDT), gli agen-

ti alchilanti il DNA, molecole come il β-lapachone e l’onochiolo (Bai et al., 2003; Li et al., 

2007; Salomon et al., 2000; Tagliarino et al., 2001). La terapia fotodinamica è stata svilup-

pata per colpire selettivamente i tessuti interessati senza danneggiare quelli circostanti at-

traverso la somministrazione di molecole fotosensibilizzanti, come la porfirina, direttamen-

te nelle cellule bersaglio. Dopo l’esposizione alla sorgente luminosa la massiccia produ-

zione di specie reattive dell’ossigeno (ROS) determina morte cellulare di tipo necrotico per 

perdita dell’integrità di membrana (Hsieh et al., 2003; Miccoli et al., 1998). 

Le molecole che agiscono danneggiando il DNA con un’azione diretta sono quelle mag-

giormente utilizzate ed efficaci in chemioterapia (Chabner & Longo, 2006). In risposta a 

questo tipo di danno, la poli-(ADP-ribosio) polimerasi (PARP) viene attivata per favorire i 

processi di riparazione e la sopravvivenza cellulare. Questo il razionale per lo sviluppo e la 

sperimentazione clinica di molecole in grado di inibire l’attività di tale enzima per poten-

ziare l’effetto terapeutico dei farmaci che agiscono danneggiando il DNA (Ratnam & Low, 

2007).  

Circostanze che, al contrario, determinano l’iperattivazione di PARP comportano la deple-

zione citosolica del cofattore NAD+ (nicotinammide adenina dinucleotide) con conseguen-

te morte di tipo necrotico causata da un irreversibile deficit energetico (Ha & Snyder, 

1999). Quest’ultima condizione può essere sfruttata per indurre la morte selettiva delle cel-

lule tumorali che dipendono fortemente da tale cofattore per soddisfare il proprio fabbiso-

gno energetico, attraverso la glicolisi (Zong et al., 2004). È stato, infatti, dimostrato che 

l’attivazione di PARP-1 in cellule incapaci di attuare il processo apoptotico come quelle 
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Bak/Bax-deficienti, in condizioni che inducono stress del reticolo endoplasmatico, conduce 

a necrosi come meccanismo alternativo di morte. Ciò costituisce un approccio alternativo 

promettente per contrastare la resistenza di alcuni tipi di tumore insensibili all’apoptosi 

(Janssen et al., 2009). 

La catastrofe mitotica è un evento per cui le cellule vanno incontro a morte in fase di divi-

sione cellulare a causa di anomalie dei punti di controllo del ciclo cellulare che comportano 

un’aberrante mitosi e lo sviluppo di aneuploidia. Generalmente non è strettamente conside-

rata come un meccanismo di morte ma un fenomeno che predispone alla morte cellulare 

(Weaver & Cleveland, 2005). Cellule che sfuggono alla catastrofe mitotica, in seguito ad 

anomalie nel processo di divisione cellulare, riproducendosi determinano la possibilità di 

sviluppo di popolazioni aneuploidi e costituiscono un rischio per la cancerogenesi (Nigg, 

2001).  

Questo tipo di morte condivide alcune caratteristiche con l’apoptosi, come la permeabiliz-

zazione della membrana mitocondriale e l’attivazione delle caspasi, ma risulta profonda-

mente diversa da questa sotto altri aspetti (Castedo et al., 2004; Roninson et al., 2001). In-

fatti, le manipolazioni atte a impedire l’esecuzione dell’apoptosi, come la sovraespressione 

di Bcl-2 in linee cellulari prive di p53 trattate con etoposide o l’inibizione farmacologica 

delle caspasi, non riescono a prevenire la morte di queste cellule che appaiono di grandi 

dimensioni e multinucleate (Lock & Stribinskiene, 1996; Nabha et al., 2002). 

Agenti come il paclitaxel e gli alcaloidi della vinca che interferiscono con l’assemblaggio 

della tubulina e con la stabilità dei microtubuli, prevenendo l’interazione tra il fuso mitoti-

co e i centrosomi, sono in grado di indurre catastrofe mitotica (Roninson et al., 2001). Tali 

farmaci determinano importanti effetti collaterali, tra cui neuropatia periferica, dovuti alle 



                                                                                                                                                                                                                                                                         

 

 

- 31 -

alterazioni delle funzioni biologiche cellulari conseguenti al danno ai microtubuli. Un nuo-

vo approccio in grado di minimizzare gli effetti collaterali dovuti all’attivazione della cata-

strofe mitotica quale meccanismo di morte si basa sullo sviluppo di molecole che agiscono 

selettivamente su proteine coinvolte esclusivamente nell’esecuzione della mitosi come la 

proteina Eg5, appartenente alla famiglia delle kinesin spindle proteins (KSP) e coinvolta 

nella separazione dei poli del fuso mitotico. (Weaver & Cleveland, 2005). Alcuni di questi 

farmaci (SB-715992, ispinesib) sono in fase di sperimentazione clinica anche in associa-

zione con altri chemioterapici (Sakowicz et al., 2004).  

L’inibizione delle chinasi che regolano i checkpoints del ciclo cellulare è stata proposta 

come meccanismo atto a favorire la chemio-sensibilizzazione. Le mutazioni a carico del 

proto-oncogene p53 rendono inattivo il controllo sulla fase G1 del ciclo cellulare e com-

portano il perpetrarsi e l’accumulo di danni al DNA e la progressione dei tumori dovuta 

all’incapacità di attuare il processo apoptotico. UCN-01 (7-idrossi-staurosporina), un ana-

logo della staurosporina, attualmente in fase di sperimentazione clinica anche in associa-

zione con altri chemioterapici, agisce inibendo la chinasi Chk1, proteina funzionale alla 

progressione del ciclo cellulare (Graves et al., 2000, Kummar et al., 2010). 

Anche la senescenza, o invecchiamento cellulare, viene considerata da molti ricercatori 

come un meccanismo di morte nel contesto della terapia contro il cancro; si tratta di un e-

vento fisiologico che comporta il blocco irreversibile in fase G1 del ciclo cellulare (Dimri, 

2005). Questo fenomeno è stimolato dall’attivazione di ras/raf, dal proto oncogene p53 e 

dall’accorciamento dei telomeri (Cosme-Blanco et al., 2007; McGlynn et al., 2009). La se-

nescenza cellulare associata all’accorciamento dei telomeri è anche detta senescenza repli-

cativa mentre quella indotta da eventi stressogeni è anche nota come senescenza prematura 
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(Bodnar et al., 1998; Gorbunova et al., 2002). Alcune delle caratteristiche morfologiche 

delle cellule senescenti sono l’espansione del compartimento lisosomiale, l’aumento della 

granularità, l’aumento dell’espressione e dell’attività della β-galattosidasi (SA-β-gal) (Kurz 

et al., 2000, Lundberg et al., 2000), caratteristiche condivise, almeno in parte, da altri even-

ti che conducono a morte cellulare come, in particolari condizioni, l’autofagia (Gerland et 

al., 2003).  

L’induzione della senescenza dopo la somministrazione di farmaci è stata studiata come 

meccanismo antitumorale in diversi modelli in vitro ed in vivo e, nonostante gli eventi in-

tracellulari associati a tale fenomeno non siano del tutto noti, diversi farmaci strutturalmen-

te non correlati, ma accomunati dalla capacità di danneggiare direttamente il DNA o di 

causare stress ossidativo, sono in grado di indurlo. Tra questi l’inibitore della topoisomera-

si I, camptotecina, l’inibitore della topoisomerasi II, adriamicina, le radiazioni γ, 

l’antimetabolita citarabina. Al contrario, agenti che non provocano un danno diretto al 

DNA come il tassolo o gli alcaloidi della vinca, non determinano un fenotipo senescente 

(Roberson et al., 2005). 

Negli anni settanta fu ipotizzata, per la prima volta, una correlazione negativa tra il proces-

so autofagico ed il cancro, quando diversi studi rivelarono un ridotto turnover proteico ne-

gli stadi precoci della cancerogenesi (Gunn et al., 1977), per garantire la rapida crescita 

cellulare. La proteina pro-autofagica beclin-1, risulta poco espressa in un numero rilevante 

di tumori (Aita et al., 1999; Liang et al.,1999). L’induzione di tale proteina in una linea 

cellulare di tumore mammario (MCF-7) inibisce la tumorigenesi da xenotrapianto nel topo 

attraverso l’attivazione dell’autofagia (Liang et al.,1999). 
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Nell’ambito della terapia antitumorale, l’efficacia di diversi trattamenti è legata 

all’induzione di autofagia. Alcune molecole, come i derivati della rapamicina, il triossido 

di arsenico e la temozolomide, sono particolarmente promettenti per contrastare i tumori 

resistenti all’apoptosi (Bjornsti & Houghton, 2004; Kanzawa et al., 2005; Paglin et al., 

2001). 

La rapamicina e i suoi analoghi inibiscono la chinasi mTOR attivando il processo autofagi-

co (Bjornsti & Houghton 2004). In questo contesto, il silencing di beclin-1 attenua la tossi-

cità della rapamicina nelle linee tumorali sensibili, sottolineando come proprio l’autofagia 

sia il principale meccanismo della sua attività antitumorale (Iwamaru et al., 2007). Clinical 

trials di fase I e II sono attualmente in corso per testare la validità degli inbitori di mTOR 

in ambito oncologico (Reardon et al., 2006). 

La sperimentazione clinica è in fase di avvio anche per il triossido di arsenico mentre è sta-

ta comprovata l’efficacia in pazienti con glioblastoma della temozolomide, che agisce me-

diando la formazione di O6-metilguanina e provocando un errato accoppiamento delle basi 

azotate del DNA in fase di replicazione (Kanzawa et al., 2004).  
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Fig. 1.3) Principali pathways coinvolte nella morte cellulare indotta dai chemioterapici. Cancer Biology & 
Therapy 10:9, 839-853; November 1, 2010; © 2010 Landes Bioscience  
 

 

1.4 Meccanismi di resistenza ai farmaci antineoplastici.  

La resistenza all’apoptosi, rilevata in diverse linee tumorali, è la principale causa di insuc-

cesso della terapia oncologica nonché uno dei fattori predisponenti alla tumorigenesi (O-

kada & Mak, 2004). 

Il fenomeno della resistenza ai farmaci può essere già presente al momento della diagnosi 

(resistenza innata) o emergere nel tempo, dopo l’inizio della chemioterapia (resistenza ac-

quisita) (Giaccone & Pinedo, 1996). Le alterazioni delle vie biochimiche alla base della 

chemioresistenza sono in gran parte riconducibili ad alterazioni geniche (Coldman & Gol-

die, 1987). 
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Tra le potenziali cause di chemioresistenza, oltre ai polimorfismi genetici, si ritrovano: la 

somministrazione di dosi inadeguate di farmaco, un’alterata farmacocinetica o una scarsa 

penetrazione del farmaco nella massa tumorale, condizione questa causata da una scarsa 

vascolarizzazione del tessuto o dalla localizzazione del tumore in regioni difficilmente ac-

cessibili per via delle barriere naturali (Huang & Temple, 2008; Minchinton & Tannock, 

2006). 

Dalle evidenze sperimentali ottenute emerge che, ad aggravare il quadro clinico e la pro-

gnosi dei soggetti oncologici, spesso si instaurano forme di resistenza crociata ai farmaci. 

Il fenomeno della multidrug resistance (MDR) si verifica quando cellule sottoposte a trat-

tamento con chemioterapici diventano resistenti ad altri strutturalmente non correlati. Que-

sto tipo di fenomeno è spesso associato all’aumento dell’espressione della glicoproteina-P, 

una proteina trasmembrana di 170 kDa (Roninson et al., 1986), responsabile del trasporto 

attivo di numerosi chemioterapici, oltre che di substrati fisiologici, dal compartimento ci-

toplasmatico all’ambiente extracellulare. Il gene che codifica per questa proteina, MDR-1, 

è overespresso in un gran numero di tumori come il neuroblastoma, il rabdomiosarcoma, 

linfoma di Hodgkin, il mieloma, il carcinoma mammario, del colon e del rene che svilup-

pano forme di resistenza crociata a farmaci come gli alcaloidi della vinca, i tassani, 

l’epipodofillotossina, le antracicline. Sebbene sia stato osservato che l’esposizione ai che-

mioterapici è spesso associata all’aumento dell’espressione del gene MDR-1, tuttavia, ri-

mane oggetto di discussione se questo fenomeno sia strettamente legato all’instaurarsi del-

la resistenza o solo espressione di un fenotipo più aggressivo (Pinedo & Giaccone, 1995; 

Weinstein et al., 1991).  
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Meccanismi di resistenza crociata sono stati riscontrati in altre linee cellulari in cui la gli-

coproteina-P non risulta overespressa. Questi differenti fenotipi sono chiamati MDR non 

dipendenti dalla glicoproteina-P.  

Circa un decennio addietro è stato identificato il gene MRP, overespresso o amplificato in 

un cospicuo numero di linee tumorali resistenti alla doxorubicina. Questo codifica per una 

proteina che, similmente alla glicoproteina-P, è localizzata nella membrana cellulare (Cole 

et al.,1992). 

Successivamente è stato identificato un nuovo gene potenzialmente responsabile di altre 

forme di resistenza crociata, non determinate da MDR-1. La sua overespressione è stata ri-

scontrata nella selezione di cloni resistenti all’antraciclina (Scheper et al., 1993). La prote-

ina codificata da tale gene è la LRP (lung-resistance protein), riconosciuta dall’anticorpo 

monoclonale LRP56. Questa non appartiene alla famiglia delle “ATP-binding cassette” 

come la glicoproteina-P e MRP e la sua localizzazione è prevalentemente intracellulare 

(Scheffer et al., 1995). L’overespressione di questa proteina è più frequente in quelle forme 

di tumore che manifestano una resistenza intrinseca ai chemioterapici (Izquierdo et al., 

1996). 

Un ridotto uptake cellulare è alla base della resistenza al metotressato che si avvale di si-

stemi di trasporto ad alta affinità per raggiungere i bersagli intracellulari. La perdita o la ri-

dotta attività di questi sistemi comporta la riduzione dei livelli intracellulari del farmaco e 

della sua efficacia (Drori et al., 2000).  

Una ridotta attivazione metabolica è un meccanismo di resistenza determinante  per quelle 

sostanze introdotte sotto forma di pro-farmaco, come nel caso dell’agente alchilante ciclo-

fosfamide, il quale viene convertito a livello epatico nel suo metabolita attivo ad opera del 
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citocromo P450 (Rekha & Sladek, 1997). Un simile meccanismo di resistenza è stato an-

che individuato per l’irinotecano, un analogo delle camptotecine il cui meccanismo 

d’azione è ascrivibile all’inibizione della DNA topoisomerasi I. Tale molecola necessita di 

essere convertita dalle carbossilesterasi nel metabolita attivo SN-38 per esplicare la sua at-

tività antitumorale (Charasson et al., 2004). 

Le alterazioni dei targets molecolari sono rilevanti in diverse forme di resistenza innata o 

acquisita. Un esempio di tale fenomeno è la resistenza ai tassani. Il paclitaxel agisce ini-

bendo le dinamiche dei microtubuli attraverso il legame alla βIII-tubulina inducendo morte 

di tipo apoptotico (Zhou & Giannakakou, 2005). Un’alterata espressione delle isoforme 

della β-tubulina si riscontra in diversi tipi di cancro e potrebbe essere la causa della resi-

stenza a farmaci in ambito clinico (Kavallaris et al., 2001).  

Un altro tipo di resistenza crociata non dipendente dalla glicoproteina-P è quella dovuta ad 

alterazioni della funzionalità della DNA topoisomerasi II. Tale enzima nucleare è essenzia-

le per la catalisi di processi quali la duplicazione e la del DNA ed è bersaglio di chemiote-

rapici quali le antracicline, l’actinomicina D, le epipodofillotossine (Valkov & Sullivan, 

1997). I farmaci coinvolti nella resistenza crociata dovuta ad alterazioni di questo enzima 

sono gli stessi coinvolti nella multi-resistenza dipendente da glicoproteina-P, ad eccezione 

degli alcaloidi della Vinca e dei tassani (Liu et al., 1989). Le forme di resistenza che 

s’instaurano per via della ridotta espressione o funzionalità dell’enzima si riscontrano sia in 

linee cellulari selezionate che non selezionate, ad indicare come tali alterazioni siano alla 

base di forme di resistenza multipla più generalizzate, rispetto a quelle dovute ad alterazio-

ni dei trasportatori (Giaccone, 1994). 
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Negli anni sono stati condotti numerosi trials clinici per valutare l’efficacia di molecole in 

grado di revertire la resistenza crociata dipendente dalla glicoproteina-P. Sebbene i mecca-

nismi attraverso cui questo fenomeno avviene siano molteplici e complessi, tutte le sostan-

ze che revertono tale tipo di farmacoresistenza, tra cui la nifedipina, il tamoxifene, 

l’amiodarone, sono substrato della glicoproteina-P e competono con il chemioterapico per 

l’estrusione dalla cellula. La prima molecola ad essere stata identificata per questa capacità 

è il verapamil che, sfortunatamente, è efficace nel revertire in vitro la resistenza ai farmaci 

a concentrazioni che in vivo determinano cardiotossicità. Tuttavia, in importanti trials cli-

nici condotti in pazienti con mieloma multiplo refrattari alla terapia, cancro polmonare e 

carcinoma mammario l’impiego di questi farmaci per revertire la resistenza ai chemiotera-

pici è risultato fallimentare (Dalton et al.,1995; Milroy, 1993).  

 

1.4.1 Coinvolgimento della via PI3K/Akt nella tumorigenesi e chemioresistenza.  

La via fosfatidil-inositolo 3 kinasi(PI3K)/Akt, attivata in risposta a stimoli fisiologici o ci-

totossici ed implicata nella regolazione di numerosi processi cellulari, dalla trascrizione al-

la proliferazione ed alla crescita cellulare (Datta et al., 1999), è una delle principali vie bio-

chimiche responsabili della sopravvivenza cellulare. 

La PI3K è un enzima eterodimerico, appartenente alla famiglia delle serine/treonine china-

si, formato da una subunità catalitica (p110) e da una subunità regolatoria (p85) (Wymann 

et al., 2003). La proteina attiva fosforila i fosfoinositoli di membrana in posizione 3’-OH 

dell’anello inositolico formando il fosfatidilinositolo 3-4 bisfosfato (PI-3,4-P2) ed il fosfa-

tidilinositolo 2,4,5, trisfosfato (PIP3). Quest’ultimo rappresenta il sito di convergenza tra la 

chinasi Akt, anche denominata proteina chinasi B (PKB), e la PDK1 (PIP3-dependent pro-
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tein kinase-1) che ne media la fosforilazione in treonina-308. La completa attivazione di 

Akt è dovuta alla successiva fosforilazione in serina-473 mediata complesso mTOR-rictor 

(m-TORC2, mammalian target of rapamycin complex 2) (Sarbassov et al., 2005) o dalla 

chinasi DNA-dipendente (DNA-PK) (Feng et al., 2004). Il principale meccanismo intracel-

lulare di inattivazione della via PI3K/Akt è mediato dalla fosfatasi PTEN che antagonizza 

l’attività della fosfatidil inositolo 3-chinasi (di Cristofano et al., 1998). 

Nei mammiferi esistono tre isoforme della proteina Akt ognuna delle quali è codificata da 

un distinto locus genico: Akt-1, Akt-2 ed Akt-3. Mentre Akt-1 è espressa in modo ubiqui-

tario, ad eccezione di rene e milza (Coffer & Woodgett, 1991), l’espressione di Akt-2 è li-

mitata agli organi intestinali, sessuali, ai muscoli ed al tessuto riproduttivo (Konishi et al., 

1994). Akt-3, invece, è espressa maggiormente nel testicolo, nel cervello e, a livelli ridotti, 

nel tessuto muscolare e negli organi intestinali (Nakatani et al., 1999).  

La principale funzione degli enzimi fosfatidil-inositolo 3 kinasi (PI3Ks) di classe I è corre-

lata all’omeostasi del glucosio, al metabolismo, alla proliferazione e alla sopravvivenza 

cellulare. Tra gli effetti mediati dalla via dei fosfoinositidi vi è la modulazione della 

progressione del ciclo cellulare (Liang & Slingerland, 2003). Akt stimola la crescita cellu-

lare e la sintesi proteica attivando mTOR che fosforila le chinasi della proteina ribosomiale 

S6 (S6K1/2) (Huang & Houghton, 2003). Conseguenza di questo evento sono la biogenesi 

ribosomiale e la traslazione dell’RNA messaggero. Inoltre, Akt influenza la proliferazione 

cellulare inattivando gli inibitori del ciclo cellulare come p21 e p27 (Fujita et al., 2002; 

Rossig et al., 2001) e attivando proteine che mediano la progressione del ciclo cellulare, 

attraverso la fosforilazione ed inattivazione della glicogeno sintasi chinasi-3β (GSK-3β) 

(Diehl et al. 1998). Akt è anche implicata nel controllo dell’apoptosi. Tale controllo avvie-
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ne attraverso l’inibizione dei fattori pro-apoptotici (ligando di  Fas, Bim e Bad) e la degra-

dazione dell’onco-soppressore p53 (Engelman et al., 2006). 

Un numero rilevante di evidenze sperimentali documenta il ruolo svolto dalla via dei fo-

sfoinositidi, ed in particolare dalla chinasi Akt, non solo nel promuovere la sopravvivenza 

cellulare e, dunque, la progressione tumorale, ma anche nel determinare resistenza dei tu-

mori ad una vasta gamma di chemioterapici (Fig. 1.4). L’iperattivazione della chinasi è 

spesso ascrivibile ad alterazioni di PI3K o della fosfatasi PTEN. È stato riscontrato che i 

segnali che attivano la via PI3K/Akt sono amplificati in diversi tipi di tumore (Forbes et 

al., 2010; Kim et al., 2008, Mizoguchi et al., 2004). Inoltre, diversi modelli animali hanno 

dimostrato la diretta correlazione tra iperattivazione di Akt e tumorigenesi (Trotman et al., 

2007; Wang et al., 2003)  

È stato anche dimostrato che la costitutiva attivazione di Akt è legata alla resistenza di cel-

lule di tumore del polmone alla radioterapia (Brognard et al., 2001), mentre la resistenza al 

carboplatino e al paclitaxel si riscontra nelle cellule di carcinoma ovarico (Kim et al., 

2007).  

Tra le molecole più studiate in grado di modulare l’attività di Akt vi sono gli inibitori della 

via dei fosfoinositidi, LY294002 e wortmannina. Entrambe le molecole si sono rivelate 

promettenti per contrastare la proliferazione cellulare soprattutto nelle linee tumorali carat-

terizzate da eccessiva attivazione di Akt. Tuttavia, nonostante le premesse, l’utilizzo di 

queste sostanze si è rivelato fallimentare nella sperimentazione in vivo. Entrambe le mole-

cole sono, infatti, poco maneggevoli, dotate di scarsa selettività ed elevata tossicità (Maro-

ne et al., 2008). 



                                                                                                                                                                                                                                                                         

 

 

- 41 -

Un derivato di LY294002, SF1126, è tra le molecole attualmente in fase di sperimentazio-

ne clinica per la capacità di inibire la PI3K; il suo potenziale terapeutico in campo oncolo-

gico è legato  alla capacità di promuovere la regressione della massa tumorale e di ridurre 

l’angiogenesi, come dimostrato in un modello sperimentale di tumore da xenotrapianto nel 

topo (Garlich et al., 2008). 

 

 

 

Fig. 1.4) Coinvolgimento di PI3K/Akt nell’oncogenesi e nella chemioresistenza. (Restuccia & Hemmings 

2010) 
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2. Scopo della tesi 

Recenti studi hanno descritto le proprietà ansiolitiche dell’olio essenziale di bergamotto 

(BEO) nel ratto (Saiyudthong & Marsden, 2011) e le proprietà antinocicettive del fitocom-

plesso e di alcuni dei suoi costituenti in modelli sperimentali di dolore nel topo (Bagetta et 

al., 2010; Berliocchi et al., 2009; Sakurada et al., 2009, 2011). Questi studi sottolineano il 

potenziale terapeutico dell’olio essenziale di bergamotto, il cui impiego è diffuso in aroma-

terapia per alleviare i disturbi dell’umore, i sintomi dell’ansia indotta da stress, o il dolore 

nei soggetti oncologici (si veda Bagetta et al., 2010). Inoltre, il BEO e preparati a base 

dell’olio essenziale sono impiegati nell’industria alimentare, farmaceutica, profumiera e 

cosmetica. 

Tuttavia, in letteratura non sono disponibili dati che descrivano il profilo tossicologico del 

BEO in vivo o in colture cellulari umane sia normali che tumorali; gli unici studi che hanno 

approfondito questo aspetto dell’olio essenziale di bergamotto sono quelli condotti su or-

ganismi patogeni (Fisher & Philips, 2006; Mandalari et al., 2007; Romano et al., 2005).  

Studi condotti in vitro ed in vivo hanno documentato il potenziale neuroprotettivo del BEO 

che previene il danno eccitotossico indotto da NMDA, in colture di neuroblastoma umano 

(Corasaniti et al., 2007), e riduce il volume d’infarto in un modello sperimentale di ische-

mia cerebrale nel ratto (Amantea et al., 2009). Da questi studi è emerso che gli effetti neu-

roprotettivi del BEO sono associati alla modulazione della via di sopravvivenza PI3K/Akt. 

È stato ampiamente descritto in letteratura che la chinasi Akt stimola la proliferazione e la 

sopravvivenza cellulare favorendo la progressione del ciclo cellulare e inibendo alcuni dei 

meccanismi proapoptotici (Diehl et al. 1998; Engelman et al., 2006; Fujita et al., 2002; 

Rossig et al., 2001;). L’effetto pro-survival esercitato della via PI3K/Akt ha un ruolo im-
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portante nel contrastare gli stimoli dannosi per la cellula; tuttavia, l’iperespressione o la de-

regolazione della chinasi Akt sono fenomeni associati alla tumorigenesi ed alla resistenza 

di alcuni tipi di tumore alla terapica antineoplastica (Brognard et al., 2001; Kim et al., 

2007; Staal et al., 1987).  

Pertanto, lo scopo del presente studio, condotto in vitro, è stato quello di caratterizzare gli 

effetti del BEO sulla vitalità e proliferazione cellulare e valutare le alterazioni indotte a ca-

rico di alcune delle vie biochimiche che favoriscono la sopravvivenza cellulare. In partico-

lare, sono state utilizzate colture di cellule di neuroblastoma umano, SH-SY5Y, preceden-

temente usate negli studi di neuroprotezione dal danno eccitotossico indotto da NMDA, e 

colture di leucemia mieloide cronica umana (CML), K-562. Inoltre, lo studio è stato esteso 

a colture di fibroblasti di cute umana, Hs 605.Sk, per valutare la sensibilità di linee cellula-

ri con un fenotipo normale all’olio essenziale di bergamotto.  
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3. Materiali e metodi 
 

3.1 Reagenti 

L’olio essenziale di bergamotto (BEO) è stato fornito dal “Consorzio del bergamotto” di 

Reggio Calabria (Italia), unitamente ai certificati di analisi condotta dalla Stazione Speri-

mentale per le Industrie delle Essenze e dei Derivati degli Agrumi (SSEA, Reggio Cala-

bria). In accordo con i dati riportati in letteratura (Mondello et al., 1995; Verzera et al., 

1996, 2003), il fitocomplesso utilizzato presentava la seguente composizione: 44.17% di d-

limonene, 28.73% di acetato di linalile, 7% di γ−terpinene, 6.57% di β-pinene, 4.61% di 

linalolo, 0.47% di β-bisabolene e 0.23% di geraniale, come determinato mediante tecniche 

di gas cromatografia (GC-FID) e 1.467 g/Kg di bergaptene, analizzato mediante cromato-

grafia liquida ad alta prestazione (HPLC/UV). Sulla base dell’analisi chirale, il BEO pre-

sentava seguente profilo enantiomerico: il 98.2% di (+)-limonene rispetto all’1.8% di (-)-

limonene; lo 0.6% di (+)-linalolo rispetto al 99.4% di (-)-linalolo; lo 0.5% di (+)-acetato di 

linalile rispetto al 99.5% di (-)-acetato di linalile.  

Il BEO è stato diluito 1:1 con una soluzione idroalcolica di etanolo al 90% e successiva-

mente, per diluizione in terreno di coltura, sono state ottenute le concentrazioni (vol/vol) 

impiegate negli esperimenti (0,005; 0,01; 0,02%; 0,03 e 0,04%). Al fine di valutare gli ef-

fetti dell’etanolo sui parametri cellulari studiati, in ogni esperimento colture cellulari sono 

state parallelamente trattate con medium contenente etanolo a concentrazione pari a quella 

presente nelle varie diluizioni del BEO (0,0045-0,036%). 

L’inibitore non selettivo delle caspasi benzilossicarbonil-Val-Ala-Asp(OMe)-

fluorometilchetone (Z-VAD-fmk) è stato ottenuto da MBL International Corporation (MA, 
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USA). L’inibitore delle catepsine, (2S,3S)-trans-epossisuccinil-L-leucilamido-3-metil bu-

tano etil estere (E-64d), l’N-acetil-L-cisteina (NAC) e l’etilen glicol-bis(2-aminoetiletere)-

N,N,N’,N’-acido tetra acetico (EGTA) sono stati ottenuti da Sigma-Aldrich (Milano, Ita-

lia). L’inibitore delle calpaine (carbossibenzossil-valinil-fenilalaninale; MDL 28170) è sta-

to ottenuto da Calbiochem (La Jolla, CA, U.S.A.). L’1,2-bis-(o-Aminofenossi)-etano-N-N-

N’-N’-acido tetra acetico, tetracetossi metil estere (BAPTA-AM) è stato ottenuto da Enzo 

Life Sciences (Lausen, Svizzera). 

 

3.2 Colture cellulari e trattamenti 

Le cellule di neuroblastoma umano SH-SY5Y sono state ottenute dall’ICLC-IST (Genova, 

Italia). Questa linea è un sub-clone delle cellule umane SK-N-SH, ottenute da un aspirato 

di midollo osseo di una bambina di 4 anni affetta da neuroblastoma metastatico (Biedler et 

al., 1973). Le cellule SH-SY5Y hanno un’origine neuroectodermale, con caratteristiche fe-

notipiche molto simili a quelle delle cellule neuronali. 

Le cellule sono state coltivate in terreno RPMI 1640, in presenza di siero bovino fetale 

(10% vol/vol) inattivato al calore, di L-glutammina (2mM), di penicillina-streptomicina 

(100X, 1%) e sodio piruvato (1 mM) a 37°C in atmosfera umidificata, al 5% di CO2.  

Le cellule, mantenute in coltura in fiasche da 75cm2, raggiunta una confluenza dell’80%, 

venivano tripsinizzate e seminate in piastre da 6 o 96 pozzetti, secondo le esigenze speri-

mentali. Ventiquattro ore dopo la semina, il terreno di coltura veniva sostituito con mezzo 

fresco normale (colture controllo) o medium contenente il veicolo o il BEO per il tempo 

indicato. 
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Le soluzioni stock di Z-VAD-fmk (100mM), E-64d (30 mM), MDL 28170 (40 mM) e 

BAPTA, in dimetilsolfossido (DMSO), sono state diluite nel mezzo di coltura ed applicate 

alle colture SH-SY5Y per 30 min (BAPTA), 1 ora (E-64d, MDL28170) o 2 ore (Z-VAD-

fmk) prima dell’esposizione al BEO. Al fine di evitare errori interpretativi dei risultati do-

vuti alla presenza del DMSO, sono stati condotti esperimenti paralleli di controllo nei quali 

le cellule sono state trattate con uguali percentuali del veicolo (DMSO) prima 

dell’esposizione al BEO. Contemporaneamente, al fine di valutare gli effetti dell’etanolo 

(veicolo del BEO) sui parametri cellulari analizzati, colture cellulari pretrattate con gli ini-

bitori farmacologici, sono state esposte al medium contenente etanolo a concentrazione pari 

a quella presente nelle varie diluizioni del BEO (0,0045-0,036%).  

La linea cellulare di leucemia mieloide cronica umana K-562 è stata ottenuta dall'American 

Type Colture Collection (Rockville, MD). Le K-562 sono cellule multipotenti del tessuto 

ematopoietico. La linea continua deriva dall’effusione pleurica di una paziente di 53 anni 

affetta da leucemia mieloide in crisi blastica terminale (Lozzio & Lozzio, 1977). 

Le cellule sono state coltivate in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) con ag-

giunta di siero fetale bovino (10%; vol/vol) e penicillina-streptomicina (100X, 1%), a 37°C 

in atmosfera umidificata al 5% di CO2. 

Per i trattamenti con il BEO (0,005-0,03%) e le concentrazioni corrispondenti di veicolo 

(etanolo 0,0045-0,027%) le cellule sono state poste in tubi di polipropilene, adatti 

all’analisi citofluorimetrica, alla densità di 4 x 105 cellule/ml. 

La linea cellulare di fibroblasti di cute umana (Hs 605.Sk) è stata ottenuta dall'American 

Type Colture Collection (Rockville, MD). Questa linea cellulare presenta un fenotipo nor-

male ed è stata ottenuta dal tessuto cutaneo apparentemente normale di una donna affetta 
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da carcinoma mammario. Le condizioni di coltura di tale linea cellulare, la cui propagazio-

ne avviene in adesione, prevedono l’utilizzo di DMEM con aggiunta di  siero fetale bovino 

(10%; vol/vol) e  penicillina-streptomicina (100X, 1%). Le cellule, mantenute in coltura in 

fiasche da 75cm2, sono state seminate in piastre da 6 pozzetti alla densità di 105 cellu-

le/pozzetto e dopo 48 h dalla semina sottoposte a trattamento con BEO (0,01-0,04%) o con 

le corrispondenti concentrazioni di veicolo (etanolo 0,018-0,036%). 

 

3.3 Studi di citotossicità. 

La combinazione di diverse tecniche sperimentali ha reso possibile l’analisi degli effetti del 

BEO sulla vitalità e proliferazione cellulare. In particolare, l’analisi citofluorimetrica mono 

e bi-parametrica, il test di esclusione del Trypan blue e il saggio di proliferazione cellulare 

MTT. 

 

3.3.1 Analisi citofluorimetrica. 

La citometria a flusso o citofluorimetria è una tecnica d’analisi che permette di contare, e-

saminare e “sortare” (laddove è presente il dispositivo) microscopiche particelle, come le 

cellule, in sospensione. Essa consente l’analisi multiparametrica di una vasta popolazione 

cellulare e l’aspetto innovativo di questa tecnica è che ogni cellula della sospensione viene 

analizzata individualmente. La citofluorimetria si basa sulla capacità delle cellule di riflet-

tere/rinfrangere (scattering) la luce in base alla loro forma, complessità interna, altresì det-

ta granularità, o in base alla presenza di molecole marcate in grado di emettere fluorescen-

za se eccitate da un fascio di luce. La possibilità di rilevare le informazioni provenenti dal-
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la diffusione contemporaneamente a quelle di fluorescenza e potendo utilizzare allo stesso 

tempo più fluorocromi come, ad esempio, lo ioduro di propidio (PI), la fluoresceina isotio-

cianato (FITC) o la ficoeritrina (PE), permette l’acquisizione simultanea di diverse  infor-

mazioni, per ogni cellula che attraversa il fascio di eccitazione.  

Una delle peculiarità della citometria a flusso risiede nella velocità di misura ed acquisi-

zione dei dati; infatti, essa consente l’analisi di un numero di cellule dell’ordine delle deci-

ne di migliaia al secondo. 

All’interno di un citofluorimetro le cellule sono forzate a scorrere in un flusso laminare 

(principio della focalizzazione idrodinamica), garantito dal sistema idrodinamico, che fa sì 

che esse passino allineate davanti al raggio laser. Lo strumento nel nostro laboratorio è un 

FacsCalibur a tre colori (Becton-Dickinson, CA, USA) dotato del sistema ottico mostrato 

in figura 3.1 (immagine ottenuta dal sito internet www.iscr .ed.ac.uk/FACS).  

Le cellule passano singolarmente nella camera di flusso dove vengono colpite da un raggio 

laser (Argon) alla lunghezza d’onda di 488 nm. Una parte della radiazione che colpisce 

ciascuna cellula viene raccolta da uno specchio diodo posto nella stessa direzione del rag-

gio laser indicato nella figura dalla sigla FSC diode. FSC è l’acronimo di Forward Side 

Scatter così chiamato perché il rilevatore giace sulla stessa linea ma dalla parte opposta ri-

spetto al punto di emissione del raggio laser. FSC misura lo scattering della luce da parte 

della cellula in relazione al diametro cellulare e, quindi, alle sue dimensioni. Le altre radia-

zioni emesse da ogni singola cellula vengono raccolte da un sistema collettore di lenti ed 

inviate a un sistema di specchi dicroici in grado di far passare radiazioni di determinate 

lunghezze d’onda e riflettere quelle di lunghezze d’onda differenti che vengono poi inviate 

ad altri specchi. 
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Fig 3.1) Rappresentazione del sistema ottico del FacsCalibur. Immagine ottenuta dal sito internet 
www.iscr.ed.ac.uk/FACS 

 

Ciascuna radiazione emessa viene raccolta dal fotomoltiplicatore corrispondente e conver-

tita in segnale analogico. Perpendicolarmente rispetto a FSC si trova il fotomoltiplicatore 

per il segnale SSC, acronimo di Side Scatter, che fornisce informazioni circa la complessi-

tà interna di ogni cellula (granulosità) e sul rapporto nucleo/citoplasma. Le informazioni 

che derivano dai dati di FSC e SSC risultano già sufficienti all’identificazione di sub-

popolazioni all’interno della sospensione in esame. Le sigle FL-1, FL-2, FL-3 indicano i 

fotomoltiplicatori o detectors che trasformano i segnali ottici che derivano dalle radiazioni 

emesse dai fluorocromi utilizzati. In particolare FL-1 rileva radiazioni emesse che ricadono 

nella regione del verde dello spettro visibile ( λ 500-550 nm), FL-2 rileva radiazioni com-

prese nella regione del giallo (λ 600 nm) ed FL-3 rileva radiazioni emesse nella regione del 

rosso ( λ 600-650 nm).  
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3.3.1.1 Test di vitalità FDA/PI 

Il test biparametrico FDA/PI, è un tipo di analisi che si effettua su sospensioni cellulari vi-

tali. L’abilità delle cellule di escludere lo ioduro di propidio (PI), un colorante nucleare non 

permeabile, e di de-esterificare la fluoresceina diacetato (FDA) che entra liberamente nel 

compartimento citoplasmatico, è stata utilizzata per la valutazione della vitalità cellulare 

(Morris et al., 1994; Ross et al., 1989).  

Il colorante FDA viene idrolizzato ad opera delle esterasi intracellulari in maniera propor-

zionale all’attività metabolica cellulare. La fluoresceina, prodotta dalla reazione di de-

esterificazione, viene trattenuta all’interno delle cellule in funzione dell’integrità di mem-

brana ed emette un’intensa fluorescenza, nelle cellule vitali (Rotman & Papermaster, 

1966). Inoltre, grazie all’integrità della membrana cellulare, le cellule vitali escludono 

l’agente intercalante PI. Al contrario, le cellule necrotiche sono incapaci di escludere il PI a 

causa della compromessa integrità di membrana e non possono attivare la sonda FDA es-

sendo metabolicamente inattive. Le cellule apoptotiche conservano l’integrità di membrana 

fino agli stadi più avanzati della morte cellulare e, pertanto, escludono il PI (Darzynkie-

wicz et al., 1992; Dive et al., 1992; Morris et al., 1994) e trattengono la fluoresceina; tutta-

via, la capacità di metabolizzare l’FDA è notevolmente ridotta e, quindi, esse risultano me-

no fluorescenti delle cellule vitali (Frey, 1997; Ormerod et al., 1993). 

Grazie alle proprietà sopra descritte, l’analisi citofluorimetrica permette di distinguere le 

cellule vitali, caratterizzate da un’intensa emissione di fluorescenza nel canale del verde 

(FL1-H) e una bassa emissione nel canale del rosso (FL2-H), dalle cellule necrotiche, ca-

ratterizzate un’intensa emissione di fluorescenza nel canale del rosso (FL2-H) e una debole 
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emissione nel canale del verde (FL1-H), e dalle cellule apoptotiche che manifestano una 

blanda emissione di fluorescenza sia nel canale del rosso (FL2-H) che del verde (FL-1).  

Tuttavia, è da tenere presente che negli stadi più avanzati dell’apoptosi l’integrità di mem-

brana è comunque compromessa; pertanto, le cellule in tarda apoptosi possono essere di-

stinte dalle cellule apoptotiche e vitali in base al grado di permeabilità al PI e dalle cellule 

necrotiche in base alla residua capacità di metabolizzare la sonda  (Morris et al., 1994; 

Ross et al., 1989). 

 

Dopo trattamento con il BEO (0,005-0,04%), o con il veicolo alle concentrazioni corri-

spondenti (etanolo 0,009-0,036%), le cellule sono state pellettate a 800 x g, al fine di allon-

tanare il mezzo di coltura e risospese in una soluzione di colorazione contenente 2 µg/ml di 

PI e 0.1 µM di FDA in PBS. Le sospensioni cellulari ottenute sono state  analizzate al cito-

fluorimetro FACSCalibur (Becton Dickinson,CA,U.S.A.) per determinare la proporzione 

di cellule vitali (FDA+/PI-), apoptotiche (FDA-/PI-) e necrotiche (FDA-/PI+), attraverso 

l’analisi dei quadranti dei dot-plots FL1-H/FL2-H (Bartkowiak et al., 1999). L’analisi dei 

dati è stata condotta dopo l’acquisizione di 10,000  eventi/campione. I coloranti sono stati 

eccitati ad una lunghezza d’onda di 488 nm con un laser a ioni di Argon. L’emissione di 

fluorescenza è stata rilevata da fotomoltiplicatori con filtri per le lunghezze d’onda di 

582/42 (PI) e 530/30 (FDA) nm. Per evitare la sovrapposizione degli spettri di emissione, è 

stata eseguita la compensazione dei due canali sottraendo da ciascuno la percentuale di 

fluorescenza aspecifica (FL2 - %FL1; FL1 - %FL2). 
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3.3.1.2 Analisi della granulosità (SSC) e delle dimensioni cellulari (FSC). 

La morte cellulare è anche associata a cambiamenti nella capacità di diffrazione della luce 

incidente nei canali SSC/FSC (Bartkowiak et al., 1999), rilevabili al citofluorimetro. Du-

rante l’apoptosi, la perdita di ioni dal compartimento citoplasmatico e l’efflusso di acqua 

determinano una riduzione del volume cellulare, che si riflette in una riduzione del parame-

tro FSC e aumento della densità. Al contrario, la necrosi è caratterizzata da un iniziale ri-

gonfiamento cellulare seguito da una riduzione del volume, causata dalla rottura della 

membrana extracellulare. Pertanto, come nel caso dell’apoptosi, anche alcuni stadi della 

necrosi possono essere caratterizzati dall’aumento della densità cellulare che si riflette 

nell’aumento della rifrazione della luce incidente a 90° (SSC) (Lizard et al., 1995). 

La deviazione della luce in senso opposto (FSC) o a 90° (SSC) rispetto alla fonte di emis-

sione fornisce informazioni circa le dimensioni cellulari e la complessità intracellulare. 

Queste sono state rilevate rispettivamente grazie a un detector di silice allo stato solido, 

con un filtro per la luce emessa a 488 nm in direzione opposta al fascio (FSC) e un foto-

moltiplicatore (PMT) al quale la luce emessa a 90° rispetto alla fonte viene convogliata da 

uno splitter ad angolo di Brewster (SSC).  

 

Dopo il trattamento per i tempi indicati, le linee cellulari in adesione sono state raccolte 

previa tripsinizzazione e, dopo opportuni lavaggi, risospese in 1 ml di terreno di coltura 

privo di rosso fenolo e sottoposte all’analisi morfologica. Per le cellule coltivate in adesio-

ne non è stato necessario l’utilizzo di tripsina. La velocità di acquisizione è stata limitata a 

600 eventi/sec, al fine di ottimizzare la risoluzione. Sui dot-plots (FSS-H/SSC-H), ottenuti 

dall’analisi CellQuest, sono state delimitate tre aree (R1, R2, R3), caratterizzate da valori 
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progressivamente più alti di FSC-H, per la valutazione delle alterazioni morfologiche cel-

lulari indotte dal trattamento con il BEO. 

 

3.3.1.3 Analisi dell’ipodiploidia cellulare (sub-G0/1). 

 

Il principio dell’analisi si basa sulla capacità dello ioduro di propidio (PI) di intercalarsi tra 

le basi azotate del DNA, fenomeno reso possibile dalla preventiva permeabilizzazione del-

la membrana cellulare. A tale scopo vengono frequentemente utilizzate basse concentra-

zioni di detergenti come il Triton X-100 o sostanze in grado di fissare e permeabilizzare 

contemporaneamente la membrana, come l’alcol etilico al 70%. 

La fluorescenza emessa dal PI nel canale del rosso viene rilevata con il fotomoltiplicatore 

FL2 e rappresentata sull’istogramma di frequenza che riporta in ascissa l’intensità di fluo-

rescenza emessa da ogni singolo evento, in scala lineare (FL2-H), e in ordinata il numero 

di eventi rilevati ad una ben precisa lunghezza d’onda (counts).  

La fluorescenza emessa è proporzionale alla quantità di PI che si lega al DNA e quindi alla 

quantità di DNA presente nella cellula stessa. Se una cellula è in fase G0/G1, ovvero con-

tiene una singola copia del genoma, presenta un valore di fluorescenza pari ad ½ rispetto 

alle cellule in fase G2/M. Le cellule che attraversano la fase S presentano una fluorescenza 

equamente distribuita tra le cellule in fase G0 e quelle in fase G2. Durante la morte cellula-

re per apoptosi, specifiche endonucleasi possono mediare tagli intranucleosomali e produr-

re frammenti discreti di DNA; al contrario, un pattern disomogeneo di clivaggio si ottiene 

durante la necrosi, per attivazione di nucleasi aspecifiche (si veda Darzynkiewicz et al., 

1997). La permeabilizzazione cellulare determina la perdita delle porzioni di DNA deri-

vanti dalla frammentazione con formazione di una popolazione cellulare a ridotto contenu-
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to in DNA, denominata Sub-G0/1, rilevabile con l’analisi citofluorimetrica, in seguito a co-

lorazione con il PI . 

 

Dopo il trattamento con il BEO, per differenti intervalli di tempo, le cellule coltivate in a-

desione (SH-SY5Y, HS 605.Sk) sono state raccolte previa tripsinizzazione, lavate in PBS, 

centrifugate e fissate /permeabilizzate con una soluzione di etanolo freddo al 70% (v/v), 

per 24 h a -20°C. Dopo un lavaggio in PBS, per allontanare gli eccessi del fissativo, le cel-

lule sono state risospese in una soluzione di colorazione contenente PI (20µg/ml), Triton 

X-100 (0,1%) e 0,17 mg/ml di RNAsi-A. Le sospensioni cellulari sono state incubate per 

20 min a temperatura ambiente e sotto costante agitazione, in condizioni di buio. L’analisi 

citofluorimetrica è stata condotta con l’utilizzo di un FACSCalibur (Becton Dickinson) e 

30,000 eventi/campione sono stati acquisiti. Per l’analisi delle cellule in sospensione (K-

562) è stato applicato il medesimo protocollo operativo, ad eccezione della tripsinizazione. 

La percentuale degli eventi ipodiploidi (sub-G0/1) presenti in ciascun campione è stata de-

terminata con l’utilizzo del programma CellQuest (Becton Dickinson). 

 

 

3.3.2 Test di esclusione del Trypan Blue. 

Il colorante acido Trypan blue è caratterizzato, nella sua struttura chimica, da due gruppi 

azotati e quattro gruppi sulfonici, legati ad anelli aromatici. I gruppi sulfonici conferiscono 

alla molecola una globale carica negativa. Questa caratteristica impedisce al colorante di 

attraversare le membrane cellulari, a meno che esse non risultino danneggiate; quest’ultima 

condizione si verifica quando la cellula va incontro a morte cellulare per necrosi. La posi-
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tività alla colorazione, osservata al microscopio ottico, permette di individuare, pertanto, la 

popolazione di cellule morte rispetto a quelle vitali che non risultano Trypan blue positive. 

Le cellule SH-SY5Y sono state seminate in piastre a 6 pozzetti da 35 mm di diametro alla 

densità di 300 x 103 cellule per pozzetto. Dopo 24 ore il medium è stato rimosso e sostituito 

con terreno normale (controllo), con terreno contenente il BEO (0,01- 0,03%)  o le corri-

spondenti concentrazioni di veicolo. 

Dopo 24 ore di esposizione è stato valutato al microscopio ottico il numero di cellule vitali, 

negative alla colorazione con il trypan blue (0,4% peso/volume). In particolare, il mezzo di 

trattamento è stato prelevato da ogni pozzetto, per raccogliere eventuali cellule sofferenti o 

morte presenti in sospensione, quindi, le cellule aderenti sono state tripsinizzate, aggiunte 

al terreno precedentemente raccolto e centrifugate per 5’ a 1200 x g; il pellet è stato riso-

speso in un’opportuna quantità di soluzione di trypan blue e le cellule contate mediante un 

emocitometro Improved Newbauer. Le cellule negative alla colorazione, quindi vitali, sono 

state contate e i dati sono stati espressi come media ± errore standard del numero di cellule 

vitali in ciascun campione. 

 

3.3.3 Saggio MTT 

L’MTT, un sale organico di colore giallo, corrisponde chimicamente al bromuro di 3-(4,5 

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio. Tale sostanza viene ridotta  ad opera delle deidro-

genasi mitocondriali, in presenza del cofattore NADH, dando luogo alla formazione di cri-

stalli di formazano insolubili in mezzo acquoso (di colore viola porpora). Per la quantifica-

zione dell’intensità della colorazione, i sali vengono successivamente solubilizzati con una 

soluzione a base di detergenti. Poichè la riduzione dell’MTT è proporzionale al numero di 
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cellule metabolicamente attive, questo saggio viene usato per misurare la citotossicità, la 

proliferazione o l’attivazione cellulare (Mosmann, 1983).  

Le cellule SH-SY5Y sono state seminate in piastre a 96 pozzetti, alla densità di 8 x 103 cel-

lule per pozzetto; dopo 24 h il terreno di coltura è stato sostituito con mezzo fresco (con-

trollo), o medium contenente il BEO (0,005-0,03%) o le corrispondenti concentrazioni di 

veicolo (etanolo 0,0045-0,027%), e le cellule incubate per 24 ore. 

Trascorso il tempo d’incubazione, per evitare interferenze, la soluzione di trattamento con-

tenente il BEO o il veicolo è stata rimossa prima dell’aggiunta dell’MTT (0,5 mg/ml). Le 

cellule sono state quindi incubate per 4 h a 37°C in atmosfera umidificata al 5% di CO2. I 

cristalli di formazano sono stati portati in soluzione attraverso l’aggiunta di una soluzione 

di SDS al 10% in HCl (0.01 M), per circa 12 h. 

Le cellule metabolicamente attive sono state quantificate mediante uno spettrofotometro 

per micropiastre (Multiscan MS, Labsystems, Helsinki, Finlandia), misurando l’assorbanza 

alla lunghezza d’onda di 540 nm (filtro di referenza: 690 nm).  

I valori sono stati riportati come media ± errore standard delle variazioni percentuali della 

densità ottica delle cellule trattate con il BEO o con il veicolo corrispondente, rispetto al 

controllo (cellule non trattate) posto uguale a 100. 

   

3.4 Valutazione del potenziale di membrana (∆Ψm) e della morfologia dei mito-

condri.  

La valutazione della funzionalità dei mitocondri è resa possibile grazie all’impiego di son-

de lipofile cationiche, quali la rodamina 123 e derivati. Queste molecole si concentrano, e 

vengono trattenute, nella matrice mitocondriale in funzione della differenza di potenziale 
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(∆Ψm) e grazie alla carica negativa a ridosso della membrana mitocondriale interna (Smi-

ley et al., 1991). Il TMRE (estere etilico della tetrametiletilrodamina) è stato uno dei primi 

derivati fluorescenti della rodamina 123 ad essere stato impiegato per la valutazione di 

∆Ψm, sfruttando tecniche di microscopia a fluorescenza (Loew et al., 1993). 

Questo colorante viene eccitato alla lunghezza d’onda di 488 nm, emette a 580 nm ed esi-

bisce un modesto legame alle proteine della membrana mitocondriale, indipendente dal po-

tenziale. 

Alcuni accorgimenti da adottare per la corretta applicazione della metodica consistono nel-

la scelta della concentrazione della sonda e nell’ottimizzazione dei tempi di esposizione al-

la sorgente luminosa, al fine di evitare i fenomeni di decadimento del segnale (spegnimento 

o quenching; fotodecadimento o photobleaching). 

 

Cellule SH-SY5Y sono state seminate in piastre con fondo in vetro (Iwaki) alla densità di 3 

x104 cellule. Ventiquattro ore dopo la semina il mezzo di coltura è stato sostituito con 

mezzo fresco (controllo), medium contenente il BEO (0,02%) o il veicolo (etanolo, 

0.018%). 

Successivamente, è stato aggiunto il TMRE (Molecular Probes) a partire da uno stock ini-

ziale 50 mM in DMSO, per ottenere una concentrazione finale pari a 5 nM. Per la colora-

zione nucleare, allo stesso mezzo di coltura è stato aggiunto l’HOECHST 33342 impiegato 

alla concentrazione finale di 0.5 mg/ml. Le cellule sono state incubate per 10’ a 37°C, in 

ambiente umidificato, protette dalla luce. 

L’acquisizione delle immagini è stata condotta al microscopio confocale (Leica Micro-

systems Srl, Milano, Italia) dotato di un obiettivo ad immersone in mezzo oleoso, HCX PL 
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APO63x/1.4 (Leica Microsystems Srl). Le immagini finali sono state ottenute dalla so-

vrapposizione di 20-22 piani focali-z.  

Oltre all’analisi in microscopia confocale, il potenziale di membrana mitocondriale è stato 

determinato mediante analisi citofluorimetrica. In questo caso, 300 x 103 cellule/campione 

sono state seminate e, dopo 24 h, sottoposte ad analisi citofluorimetrica.  Le cellule SH-

SY5Y, tripsinizzate e trasferite in tubi di polipropilene, sono state risospese in mezzo fre-

sco (controllo) o medium contenente il BEO o il veicolo alle concentrazioni corrispondenti. 

Le soluzioni di trattamento sono state realizzate in terreno di coltura privo di rosso fenolo 

al quale è stata aggiunta la sonda TMRE alla concentrazione finale di 25 nM. Per l’analisi 

delle colture K-562 è stato applicato lo stesso protocollo operativo, ad eccezione della trip-

sinizzazione. Trascorso il tempo di incubazione, al buio a 37°C in atmosfera umidificata al 

5% di CO2, i campioni sono stati sottoposti ad analisi citofluorimetrica. 

La fluorescenza emessa dal TMRE nel canale del rosso è stata rilevata dal fotomoltiplica-

tore FL2 e rappresentata in scala logaritmica. I dot-plots FSC/SSC sono stati utilizzati per 

escludere dall’analisi i detriti e gli aggregati cellulari, eventualmente presenti nei campioni 

esaminati. Per l’analisi sono stati acquisiti 10,000 eventi/campione e i dati elaborati con 

l’utilizzo del programma CellQuest (Becton Dickinson). 

In entrambe le tecniche utilizzate, il disaccoppiante mitocondriale carbonil-cianuro fluo-

rometilidrazone (CCCP; Sigma-Aldrich) è stato utilizzato come controllo positivo della 

metodica. 

3.5 Valutazione della produzione di specie reattive dell’ossigeno (ROS). 

La produzione di specie reattive dell’ossigeno (ROS) è stata determinata mediante analisi 

spettrofotofluorimetrica impiegando come sonda la 2’, 7’-diclorodiidrofluoresceina-
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diacetato (H2DCF-DA), come precedentemente descritto (Corasaniti et al., 2007). La 

H2DCF-DA è una molecola lipofila che diffonde facilmente attraverso le membrane cellu-

lari; una volta all’interno del citosol viene de-acetilata, ad opera delle esterasi intracellulari, 

a 2’,7’-diclorodiidrofluoresceina (H2DCF). In questa forma la molecola diviene polare e 

rimane intrappolata nella cellula. I ROS intracellulari ossidano l’H2DCF trasformandola 

nella molecola 2’,7’-diclorofluoresceina (DCF) la quale, opportunamente eccitata (λ = 485 

nm), emette in fluorescenza (λ = 535 nm). 

 

Le cellule  SH-SY5Y sono state seminate alla densità di 50 x 103 cellule per pozzetto, in 

piastre nere a fondo trasparente, da 96 pozzetti. Dopo 24 h, il medium è stato rimosso e le 

cellule incubate in tampone KHB (Krebs Henseleit buffer; NaCl 119 mM, KCl 4.7 mM, 

CaCl2 2.5 mM, KH2PO4 1.2 mM, NaHCO3 25 mM, glucosio 11 mM, pH 7.4) contenente 

H2DCFDA (20 µm) e probenecid (2.5 mM) per 30 minuti a 37 °C al buio. Quindi, le cellu-

le sono state lavate per eliminare l’ H2DCFDA extracellulare ed incubate in tampone KHB  

normale (cellule controllo) o tampone KHB contenente BEO (0.005-0.03%) o veicolo (e-

tanolo, 0.0045-0.027%). 

La fluorescenza emessa è stata monitorata ogni 5 min per 1h, dopo l’esposizione al BEO, 

utilizzando uno spettrofotofluorimetro per micropiastre (Victor2 multilabel counter, Perkin-

Elmer Life Sciences; eccitazione:495 nm, emissione: 530 nm). 

I risultati sono stati espressi come media ± errore standard dell’area sotto la curva (ASC) 

della fluorescenza emessa in funzione del tempo, da 0 a 60 min (ASC0-60 min), di tre esperi-

menti indipendenti ognuno dei quali condotto impiegando 4-8 pozzetti per gruppo speri-

mentale. 
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Come controllo positivo della metodica è stato utilizzato il perossido di idrogeno (H2O2, 

100 µM). 

 

3.6 Analisi in microscopia a fluorescenza delle proteine del citoscheletro. 

Le cellule SH-SY5Y sono state seminate su vetrini per immunocitochimica (LabTek 

Chamber slides, Nunc) alla densità di 3 x 104 cellule, per l’analisi delle proteine del cito-

scheletro. Dopo 24 h il mezzo di coltura è stato sostituito con mezzo fresco contenente il 

BEO (0,02-0,03%) o la più alta concentrazione di veicolo (etanolo 0,027%). Dopo 1 h di 

esposizione, il mezzo è stato rimosso e le cellule fissate con paraformaldeide al 4% per 10 

min e successivamente permeabilizzate con Triton X-100 0,1% in PBS. In seguito, le cellu-

le sono state incubate per 20 min in PBS contenente albumina serica bovina (BSA, 0,1%), 

per bloccare i siti aspecifici di legame, quindi, incubate per 30 min a temperatura ambiente 

con un anticorpo primario monoclonale di topo anti α-tubulina (1:2000; clone B-5-1-2, 

Sigma). Quindi, dopo opportuni lavaggi, le cellule sono state incubate con un anticorpo se-

condario coniugato ad Alexa-Fluor® 594 (Molecular Probes; diluizione: 1:400) e con fal-

loidina coniugata ad Alexa Fluor® 488, al 2% (Molecular Probes), per la marcatura dei fi-

lamenti di (F)-actina. Dopo colorazione dei nuclei con DAPI, i vetrini sono stati ricoperti 

con vetrini coprioggetto e le immagini acquisite con un microscopio a fluorescenza (Nikon 

Optiphot-2; Nikon Instruments) utilizzando un obiettivo 40x (Nikon Instruments). 



                                                                                                                                                                                                                                                                         

 

 

- 61 -

3.7 Preparazione dei lisati cellulari. 

Per l’analisi western-blot della caspasi 3 è stato utilizzato un tampone di lisi (Tris-HCl 50 

mM, pH 8.0, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, SDS 0.1%, Igepal CA 630 1%, sodio deossico-

lato 0,5%) contenente un cocktail di inibitori delle proteasi (codice P8340, Sigma-Aldrich). 

Per studiare la fosforilazione della chinasi Akt, i lisati cellulari sono stati preparati come 

precedentemente descritto (Corasaniti et al., 2007), utilizzando un tampone di lisi non de-

naturante a basso contenuto di detergenti (Tris-HCl 20 mM, pH 7.5, NaCl 150 mM, EDTA 

2 mM, EGTA 2 mM, Triton X-100 1%, acido okadaico 1 nM) contenente un cocktail di i-

nibitori delle proteasi (Sigma-Aldrich) ed uno di inibitori delle fosfatasi (codice 524625, 

Calbiochem). I lisati sono stati centrifugati per 15 min alla velocità di 20,000 x g a 4°C. 

Per incrementare l’efficienza dell’estrazione proteica è stato utilizzato un tampone di estra-

zione arricchito di detergenti anionici (Tris-HCl 25 mM, pH 7.5, Triton X-100 1%, SDS 

0.2%, sodio deossicolato 0.5%, MgCl2 20 mM, NaCl 450 mM, cocktail di inibitori delle 

proteasi). I lisati sono stati incubati per 10 min in ghiaccio e, quindi, centrifugati per 30 

min a 4 °C a 40,000 x g. Il contenuto proteico nei surnatanti dei lisati cellulari è stato de-

terminato utilizzando il metodo Bio Rad DC, che si basa sulla reazione delle proteine con 

una soluzione alcalina di tartrato di rame (reagente A) e con il reagente di Folin (reagente 

B), impiegando soluzioni a concentrazione nota di albumina serica bovina (BSA) per la 

preparazione della curva standard. La lettura è stata effettuata a 690 nm impiegando uno 

spettrofotometro per micropiastre (Multiskan MS, Labsystems, Helsinki, Finlandia). 
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3.8 Analisi Western blot. 

L’elettroforesi su gel di poliacrilammide, in condizioni denaturanti e riducenti, è uno dei 

metodi maggiormente impiegati per l’analisi qualitativa/quantitativa di miscele di proteine; 

essa, infatti, permette la loro separazione in base al peso molecolare ed il loro riconosci-

mento mediante l’uso di anticorpi specifici. 

 

Dopo 24 h dalla semina, le cellule SH-SY5Y sono state trattate con il BEO (0,01-0,03%) o 

con le corrispondenti concentrazioni di veicolo (etanolo 0,009-0,027%) per 30 min o 1h. 

Allo scadere del tempo di trattamento le cellule sono state raccolte e i lisati cellulari realiz-

zati come precedentemente descritto.  

Le proteine (20 µg) sono state caricate in gel di SDS-poliacrilammide, sottoposte a corsa 

elettroforetica ed elettrotrasferite su membrane di polivinil-fluoruro (PVDF, Immobilon-P, 

Sigma-Aldrich). Le membrane sono state incubate con gli anticorpi primari per tutta la not-

te a 4°C, quindi, incubate per 1 h a temperatura ambiente con anticorpi secondari coniugati 

a perossidasi di rafano (HRP). 

L’immunoreattività è stata visualizzata in chemiluminescenza (ECL, Amersham Bioscien-

ces, GE Healthcare). Il principio su cui si base tale tecnica è che, in presenza di acqua ossi-

genata, la perossidasi coniugata agli anticorpi secondari ossida il luminolo, un substrato 

chemiluminescente, con contemporanea produzione di luce. Il segnale luminoso emesso è 

stato rilevato esponendo la membrana ad una lastra autoradiogragica (Hyperfilm ECL, 

Amersham Biosciences). Le lastre impressionate sono state scansionate e sottoposte ad a-

nalisi densitometrica condotta utilizzando il programma Quantiscan (Biosoft, Cambridge, 

UK). 
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Alcuni degli anticorpi primari utilizzati nel presente studio sono stati ottenuti da Cell Si-

gnaling Tecnolgy (Beverly, MA, USA) ed impiegati alla diluizione 1:1000; in particolare, 

un anticorpo policlonale di coniglio specifico per la caspasi 3 capace di riconoscere anche i 

frammenti di clivaggio, un anticorpo policlonale di coniglio specifico per la forma non cli-

vata e in grado di riconoscere i frammenti di clivaggio di PARP, un anticorpo policlonale 

di coniglio specifico per Akt e un anticorpo policlonale di coniglio in grado di riconoscere 

la forma fosforilata della chinasi Akt (p-Akt, Ser473). 

Per studiare l’espressione di actina, tubulina e gliceraldeide 3-fosfato deidrogenasi 

(GAPDH) sono stati impiegati, rispettivamente: un anticorpo monoclonale di topo (clone 

AC-40; Sigma-Aldrich), diluito 1:2000, un anticorpo monoclonale di topo (clone B-5-1-2; 

Sigma-Aldrich), diluito 1:40,000, ed un anticorpo monoclonale di topo (clone 6C5; Ap-

plied Biosystems, CA, USA) diluito 1:20,000. 

Come anticorpi secondari sono state utilizzate immunoglobuline di capra coniugate con pe-

rossidasi di rafano e dirette contro immunoglobuline di topo o di coniglio (Pierce Biote-

chnology, Rockford, IL, USA)  

 

3.9 Analisi statistica dei dati. 

I dati sono espressi come media ± errore standard del numero di esperimenti indicato. 

L’analisi statistica dei dati è stata condotta mediante analisi della varianza (ANOVA) se-

guita dal test di Tukey-Kramer per comparazioni multiple. Il test del ‘t’ di Student è stato 

utilizzato per valutare la differenza tra due medie. Un valore di P minore di 0.05 è stato 

considerato significativo. 
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4. Risultati  

4.1 Riduzione della vitalità cellulare e alterazioni delle caratteristiche morfolo-

giche indotte dal BEO in colture di neuroblastoma umano, SH-SY5Y. 

Per valutare gli effetti indotti dal BEO sulla proliferazione cellulare è stato utilizzato il 

saggio colorimetrico MTT. Dopo 24 h di incubazione con il fitocomplesso (0.005-0.03%), 

le colture SH-SY5Y trattate con il BEO 0,02-0,03% manifestano una ridotta capacità di 

metabolizzare la sonda, rispetto alle corrispondenti concentrazioni di veicolo (etanolo 

0,018-0,027%); l’effetto osservato è concentrazione-dipendente e risulta statisticamente si-

gnificativo (P<0.05 e P<0.001, rispettivamente) (Fig. 4.1a). Concentrazioni inferiori di 

BEO (0,005-0,01%) ed il veicolo (etanolo 0,0045-0,027%) non modificano la vitalità cel-

lulare (Fig. 4.1a).  

In accordo con queste osservazioni, il test del trypan bleu ha evidenziato una significativa 

riduzione (P<0.05 e P<0.001, rispettivamente) del numero di cellule vitali, capaci di esclu-

dere il colorante, dopo 24 h di esposizione al BEO 0,02-0,03%, rispetto alle corrispondenti 

concentrazioni di veicolo (etanolo 0,018-0,027%). Nessuna variazione del numero di cellu-

le vitali si osserva dopo esposizione al BEO 0,01%, rispetto al veicolo corrispondente (eta-

nolo 0,009) (Fig. 4.1b). 

Gli effetti citotossici del BEO sono stati anche confermati mediante analisi del profilo del 

DNA di colture SH-SY5Y trattate con il fitocomplesso (0,005-0,03%) e le concentrazioni 

corrispondenti di veicolo (etanolo 0,0045-0,027%).  
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Fig 4.1) L’esposizione di 24 h delle colture SH-SY5Y al BEO induce una riduzione concentrazione-

dipendente del numero di cellule vitali associata ad ipodiploidia. A) Analisi dell’attività metabolica cellula-

re determinata con il saggio colorimetrico MTT dopo 24 h di esposizione al BEO (0,005-0,03%). I valori di 

densità ottica (D.O.) riportati, per il BEO (0,005-0,03% ) e il veicolo corrispondente (etanolo 0,0045- 

0,027%), sono espressi come percentuale rispetto al controllo. Tali valori derivano dalla media ± errore 

standard dell’assorbanza misurata in 3 esperimenti indipendenti in cui ogni concentrazione di BEO e di vei-

colo è stata utilizzata in ottuplicato. B) Analisi del numero di cellule vitali determinato al microscopio ottico 

dopo colorazione con trypan blue. L’istogramma riporta le variazioni del numero di cellule vitali in colture 

trattate con BEO (0,01-0,03%) rispetto al veicolo corrispondente (0,009-0,027%), di 3 esperienti indipen-

denti. * e *** denotano, rispettivamente, P<0.05 e P<0.001 rispetto al veicolo (test t di Student). C) Analisi 

della percentuale di eventi ipodiploidi indotti in colture SH-SY5Y dall’esposizione di 24 h al BEO (0,005-

0,03%) e alle corrispondenti concentrazioni di veicolo (etanolo 0,0045-0,027%). I dati rappresentano la me-
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dia ± errore standard dei risultati ottenuti in 3 esperimenti indipendenti. ** e*** indicano P<0.01 e P< 

0.001 rispetto al veicolo (test t di Student). 

 

 

 

Dopo 24 h di incubazione, le cellule sono state fissate, permeabilizzate, colorate con ioduro 

di propidio (PI) ed analizzate al citofluorimetro. Come riportato in figura 4.1c, rispetto alle 

colture controllo e quelle trattate con il veicolo (etanolo 0,018-0,027%), il BEO (0,02-

0,03%) induce un aumento statisticamente significativo (P<0.01 e P<0.001, rispettivamen-

te) dell’ipodiploidia. Concentrazioni inferiori di BEO (0,005-0,01%) non inducono alcun 

aumento dell’ipodiploidia, rispetto alle colture controllo ed alle corrispondenti concentra-

zioni di veicolo (fig. 4.1c). 

L’analisi biparametrica FDA/PI, al citofluorimetro, ha consentito di approfondire l’analisi 

del profilo tossicologico del BEO in colture di neuroblastoma umano SH-SY5Y. Gli isto-

grammi in figura 4.2b, riportano i dati ottenuti in tre esperimenti indipendenti. In seguito a 

24 h di esposizione al BEO 0,02-0,03% è emersa una riduzione della percentuale di cellule 

vitali (Fig. 4.2) che risulta concentrazione-dipendente e non si osserva nelle colture esposte 

al solo veicolo (etanolo 0,018-0,027%) o a concentrazioni inferiori dell’olio (0,005-

0,01%).  
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Fig 4.2) La riduzione della vitalità cellulare indotta da esposizione per 24 h al BEO è associata ad aumen-

to della percentuale di cellule necrotiche e apoptotiche, in colture SH-SY5Y.  A) Dot-plots rappresentativi 

ottenuti dall’analisi citofluorimetrica della vitalità cellulare (FDA/PI) di colture SH-SY5Y esposte al BEO 

(0,005-0,03%) per 24 h. Il programma cellQuest è stato utilizzato per la quantificazione delle cellule apopto-

tiche (quadrante in basso a sinistra), necrotiche (quadrante in alto a sinistra) e vitali (quadrante in basso a 

destra), dopo l’acquisizione di 10,000 eventi/campione. (Veicolo: etanolo 0,027%). B) Analisi statistica dei 

dati ottenuti. Gli istogrammi riportano le percentuali di cellule vitali, necrotiche e apoptotiche determinate 

mediante analisi citofluorimetrica in colture SH-SY5Y esposte per 24 h al BEO (0,005-0,03%) e alle corri-

spondenti concentrazioni di veicolo (etanolo 0,0045- 0,027%). I dati sono riportati come media ± errore 
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standard dei valori ottenuti in 3 esperimenti indipendenti. * e*** indicano P<0.05 e P< 0.001 rispetto al ve-

icolo (test t di Student). 

 

 

 

La riduzione della vitalità cellulare indotta da incubazione per 24 h delle colture SH-SY5Y 

con il fitocomplesso alle concentrazioni 0,02-0,03% si associa ad un aumento significativo 

della percentuale di cellule necrotiche ed apoptotiche. Le concentrazioni più basse di BEO 

(0,005-0,01%), così come le concentrazioni di etanolo testate (0,0045-0,027%), non risul-

tano tossiche e non inducono alcuna variazione in termini di vitalità, necrosi e apoptosi, ri-

spetto alle colture controllo (Fig. 4.2).  

Caratteristiche tipiche della morte cellulare sono state osservate anche dopo brevi periodi 

(1 h) di incubazione con il fitocomplesso. 

In figura 4.3, sono riportati tipici diagrammi dell’analisi dell’ipodiploidia cellulare. La di-

stribuzione dei picchi sull’asse delle x consente di individuare cellule diploidi (2n) corri-

spondenti alla fase G0/1  del ciclo cellulare, cellule in fase G2/M con un contenuto doppio di 

DNA e una popolazione intermedia corrispondente alle cellule in fase S, nonché popola-

zioni con un contenuto ridotto di DNA (ipodiploidi). 

L’analisi del profilo del DNA in colture SH-SY5Y trattate per 1 h con il BEO (0,02-

0,03%), ha evidenziato un marcato aumento della popolazione ipodiploide (sub-G1), indice 

di un’aumentata frammentazione del DNA, rispetto alla popolazione controllo. Nessun ef-

fetto sull’ipodiploidia è stato osservato in colture trattate con l’etanolo alla 0,027% corri-

spondente a quella presente nel BEO 0,03% (fig. 4.3). 

 



                                                                                                                                                                                                                                                                         

 

 

- 69 -

 

 

Fig. 4.3) Il BEO induce una rapida frammentazione del DNA in cellule di neuroblastoma SH-SY5Y. Isto-

grammi della frequenza di distribuzione del DNA di colture SH-SY5Y dopo 1 h di incubazione con il BEO 

(0,02-0,03%) o il veicolo (etanolo 0,027%). I pannelli sono stati ottenuti dall’analisi citofluorimetrica di cel-

lule (fissate/permeabilizzate in etanolo) colorate con ioduro di propidio (PI). In ciascun istogramma è indi-

cata (in rosso) la percentuale di eventi con ridotto contenuto in DNA (subG1), corrispondente ad una popo-

lazione ipodiploide (<2n) rilevata in 30,000 eventi/campione. I dati riportati sono rappresentativi di 3 espe-

rimenti indipendenti. 
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L’analisi biparametrica FDA/PI, ha permesso di rilevare che l’incubazione di cellule SH-

SY5Y con concentrazioni di BEO pari a 0,02-0,03%, per 1 h, determina una riduzione sta-

tisticamente significativa (P<0.05 e P<0.001, rispettivamente) della percentuale di cellule 

vitali; l’effetto è accompagnato da un aumento della percentuale di cellule apoptotiche e 

necrotiche, rispetto alle colture controllo o trattate con il solo veicolo (etanolo 0,018-

0,027%) (Fig.4,4b). In figura 4.4a è rappresentata la suddivisione in quadranti dei dot-plots 

FL1-H/FL2-H ottenuti al citofluorimetro. L’analisi dei quadranti permette di distinguere le 

cellule vitali (in basso a destra, FDA+/PI-) da quelle apoptotiche (in basso a sinistra, FDA-

/PI-) e necrotiche (in alto a sinistra, FDA-/PI+). Come rilevabile dai dot-plots rappresentati-

vi riportati in figura 4.4a, già dopo 1 h di esposizione al BEO (0,02-0,03%) si osserva un 

aumento della morte cellulare per apoptosi e per necrosi, mentre non sono rilevabili altera-

zioni della vitalità cellulare quando il BEO è impiegato a concentrazioni inferiori (0,005-

0,01%). 
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Fig. 4.4) L’esposizione al BEO per 1 h riduce la vitalità cellulare ed aumenta la percentuale di cellule a-

poptotiche e necrotiche, in colture SH-SY5Y. A) Dot-plots rappresentativi ottenuti dall’analisi citofluorime-

trica della vitalità cellulare (FDA/PI) di colture SH-SY5Y esposte al BEO (0,005-0,03%) per 1 h. Il pro-

gramma cellQuest è stato utilizzato per la quantificazione delle cellule apoptotiche (quadrante in basso a 

sinistra), necrotiche (quadrante in alto a sinistra) e vitali (quadrante in basso a destra), dopo l’acquisizione 

di 10,000 eventi/campione. (Veicolo: etanolo 0,027%) B) Analisi statistica dei dati ottenuti. L’esposizione di 

colture SH-SY5Y al BEO (0,02-0,03%) per 1 h causa un aumento significativo della percentuale di cellule 

necrotiche e apoptotiche ed una riduzione statisticamente significativa della percentuale di cellule vitali, ri-

spetto alle colture trattate con il veicolo (etanolo 0,0045-0,027%).  L’effetto osservato è concentrazione-

dipendente. I valori riportati negli istogrammi ed espressi come percentuale degli eventi acquisiti (10,000 

eventi/campione), corrispondono alla media ± errore standard dei dati ottenuti in 3 esperimenti indipenden-

ti. *,** e *** denotano, rispettivamente, P<0.05, P<0.01 e P<0.001, rispetto al veicolo (test t di Student). 
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Dalle analisi condotte è emerso che gli effetti citotossici si osservano già dopo 1 h di espo-

sizione al BEO 0,02-0,03%, mentre concentrazioni inferiori del fitocomplesso (0,005-

0,01%) non determinano alcuna variazione dei parametri studiati, né rispetto alle colture 

controllo né a quelle trattate con corrispondenti concentrazioni di veicolo (etanolo 0,009-

0,018%) sia dopo 1 h che dopo 24 h di esposizione. Al contrario, estendendo il tempo di 

incubazione a 24 h, il BEO 0,02 e 0,03% induce una più drastica riduzione della vitalità 

cellulare; pertanto, l’effetto citotossico del BEO risulta concentrazione- e tempo-

dipendente.  

Alcune alterazioni della morfologia cellulare, come il raggrinzimento o il rigonfiamento, 

sono associate alla morte cellulare e determinano cambiamenti della capacità di diffrazione 

della luce incidente che possono essere rilevati con l’analisi citofluorimetrica. Le ridotte 

dimensioni o l’aumentata granulosità cellulare si traducono, rispettivamente, in una ridotta 

capacità di diffrazione della luce incidente in direzione opposta al fascio di luce emesso 

(FSC) e nell’aumento della deviazione della luce con un angolo di 90° rispetto alla fonte 

(SSC) (si veda Darzynkiewicz et al., 1997). 
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Fig. 4.5) Il BEO induce raggrinzimento cellulare in colture SH-SY5Y. Le cellule che presentano dimen-

sioni ridotte (R1, R2)sono in parte apoptotiche e in parte necrotiche. A) Dot-plots FSC/SSC della distribu-

zione cellulare in base alle proprietà di diffrazione della luce incidente. Tre aree (R1, R2, R3) sono state de-

limitate sui dot-plots FSC/SSC per la valutazione delle alterazioni morfologiche. L’incubazione con il BEO 

(0,02-0,03%) per 1 h induce, in colture SH-SY5Y, una redistribuzione concentrazione-dipendente della popo-

lazione principale dalla regione R3 alle regioni R1 ed R2, caratterizzate da minori valori di FSC. B) Analisi 

statistica della distribuzione cellulare nelle regioni R1, R2 e R3. I dati riportati corrispondono alla media ± 

errore standard degli eventi localizzati in R1, R2 e R3, espressi come percentuale rispetto agli eventi acqui-

siti (10,000 eventi/campione) in 3 esperimenti indipendenti. * e ** denotano rispettivamente P<0.05 e 

P<0.01, rispetto al veicolo (test t di Student). C) Colture SH-SY5Y esposte per 1 h al veicolo (etanolo 

0,027%) o al BEO (0,03%) sono state colorate con FDA/PI ed analizzate al citofluorimetro per individuare 

le sub-popolazioni vitali, apoptotiche e necrotiche nell’ambito delle regioni R1, R2 e R3. Dopo trattamento 

con BEO le cellule localizzate nell’area R2 risultano prevalentemente necrotiche, mentre quelle localizzate 

nella regione R1, con più basso FSC/SSC, presentano principalmente le caratteristiche dell’apoptosi. 
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Dall’analisi della distribuzione cellulare nei dot-plots FSC/SSC (Fig. 4.5a) è emerso che 

circa l’86% degli eventi acquisiti da colture SH-SY5Y controllo è localizzata all’interno di 

un’area denominata R3 in Figura, mentre circa il 3% e il 2.4% sono localizzati nelle regio-

ni R2 ed R1, rispettivamente. Il BEO impiegato a concentrazioni citotossiche (0,02-0,03%) 

determina una riduzione concentrazione-dipendente delle dimensioni cellulari (Fig.4.5a, b), 

dopo 1 h di esposizione. Infatti, solo circa il 67% di eventi è localizzato nella regione R3, 

dopo il trattamento con BEO 0,02%, mentre la percentuale scende al 38% dopo trattamento 

con BEO 0,03%, variazione che risulta statisticamente significativa (P<0.05%). La ridu-

zione degli eventi localizzati nella regione R3, dopo trattamento con il BEO (0,02-0,03%), 

è accompagnata da un aumento significativo di eventi nelle regioni R2 (P<0.05 e P<0.01, 

rispettivamente), a ridotto FSC, e dall’aumento della percentuale di eventi nella regione 

R1, in cui anche la granulosità (SSC) è ridotta. Il veicolo (etanolo 0,0045-0,027%) e le 

concentrazioni inferiori di BEO (0,005-0,01%) non determinano variazioni delle caratteri-

stiche morfologiche, rispetto alle colture controllo (Fig.4.5a, b). 

Combinando l’analisi morfologica con il test di vitalità cellulare, FDA/PI, è stato possibile 

approfondire l’analisi quali-quantitativa delle popolazioni cellulari trattate con il BEO, ri-

spetto al veicolo (Fig. 4.5c).  

È stato così osservato che, dopo 1 h di esposizione al BEO (0,03%), gli eventi localizzati 

nella regione R3 del dot-plot FSC/SSC presentano una distribuzione eterogenea nel dot-

plot FL1/FL2 rispetto alle colture trattate con il veicolo (etanolo 0,027%), in cui la popola-

zione cellulare localizzata in R3 presenta una distribuzione circoscritta al quadrante in bas-

so a destra (cellule vitali, FDA+/PI-).  
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Da questo tipo di analisi si evince, inoltre, che in colture SH-SY5Y sottoposte ad 1 h di 

trattamento con BEO (0,03%), gli eventi che dall’analisi morfologica sono compresi nella 

regione R2 presentano le caratteristiche della necrosi, con bassa emissione nel canale del 

verde ed elevata fluorescenza nel rosso; mentre, le cellule localizzate in R1 risultando in 

parte apoptotiche ed in parte necrotiche (Fig. 4.5c). Nelle colture trattate con il veicolo solo 

una bassa percentuale di eventi è localizzata in R1 e R2 (Fig. 4.5c). 

Le rapide modificazioni del fenotipo cellulare indotte dal trattamento con il BEO (0,02-

0,03%) per 1 h, includono una serie di alterazioni delle proteine del citoscheletro apprezza-

te analizzando l’actina e la tubulina in microscopia a fluorescenza. Tali alterazioni sono 

state osservate, in colture SH-SY5Y, dopo 1 h di esposizione al BEO 0,02-0,03%, rispetto 

alle colture trattate con il veicolo (etanolo 0,027%). Come mostrato in figura 4.6 (frecce in 

bianco), la struttura del citoscheletro perde la sua fine organizzazione e l’effetto è mag-

giormente evidente in cellule ad uno stadio più avanzato di condensazione nucleare (fig. 

4.6, frecce in giallo). La perdita di immunoreattività per la tubulina suggerisce che la strut-

tura dei microtubuli sia quella maggiormente compromessa nelle cellule trattate con BEO 

0,03%. 
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Fig. 4.6) Il BEO induce rapide alterazioni delle proteine del citoscheletro, in colture SH-SY5Y. Colture 

SH-SY5Y sono state trattate per 1 h con il BEO (0,02-0,03%) o con il veicolo presente nella più elevata con-

centrazione di BEO utilizzata (etanolo 0,027%) e sottoposte ad analisi in microscopia a fluorescenza delle 

proteine del citoscheletro (actina in verde, tubulina in rosso). I nuclei sono stati marcati con il colorante 

DAPI. Si osserva la presenza di formazioni circolari altamente fluorescenti immunopositive alla tubulina in-

torno a nuclei condensati in cellule trattate con il BEO 0,02% (frecce in bianco). L’immunoreattività dell’α-

tubulina nelle colture trattate con il BEO 0,03% risulta ridotta rispetto alle cellule trattate con il veicolo (e-

tanolo 0,027%). Le frecce in giallo indicano i nuclei condensati. Le immagini sono state acquisite al micro-

scopio a fluorescenza (Optiphot-2; Nikon), utilizzando un obiettivo 40X. 
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4.2 Il trattamento con BEO induce alterazioni della morfologia e del potenziale 

mitocondriale (∆Ψm) in colture di neuroblastoma umano, SH-SY5Y. 

L’applicazione di tecniche citofluorimetriche e di microscopia confocale ha permesso di 

stabilire che alterazioni della morfologia e del potenziale di membrana mitocondriale pre-

cedono l’ipodiploidia, il raggrinzimento cellulare e la riduzione della vitalità indotti dal 

BEO nelle colture SH-SY5Y. 

Il principio dell’analisi impiegata si basa sulla capacità del colorante lipofilo cationico 

TMRE di concentrarsi all’interno dei mitocondri in funzione del potenziale mitocondriale 

trasmembrana (∆Ψm) (Loew et al., 1993). La perdita del gradiente elettrochimico determi-

na una riduzione della fluorescenza, a causa della ridotta capacità dei mitocondri di tratte-

nere la sonda, come accade con l’impiego del disaccoppiante CCCP, utilizzato come con-

trollo positivo della metodica, sia negli esperimenti al confocale che in quelli realizzati al 

citofluorimetro.  

Come mostrato in figura 4.7a, dove sono riportate le immagini relative all’analisi in micro-

scopia confocale, le colture SH-SY5Y controllo presentano mitocondri allungati e distri-

buiti attorno al perimetro nucleare come lungo le proiezioni cellulari.  

In cellule trattate con il veicolo (etanolo 0,018%), i mitocondri presentano una distribuzio-

ne meno uniforme ma non mostrano alterazioni apprezzabili del potenziale di membrana 

come indicato dalla loro capacità di trattenere la sonda.  
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Fig. 4.7) Alterazioni della funzionalità e della morfologia mitocondriale indotte dal BEO in colture SH-

SY5Y. A) Immagini ottenute al microscopio confocale dopo colorazione con il fluoroforo TMRE. Si noti la 

presenza di mitocondri TMRE-positivi per la presenza del potenziale trasmembranario (punta di frecce in 

giallo). Dopo 20 min di esposizione al BEO 0,02% si osserva perdita del potenziale di membrana accompa-

gnata da alterazioni morfologiche dei mitocondri, rispetto alla popolazione controllo. La freccia gialla indi-

ca un nucleo condensato in colture trattate con il BEO. Il trattamento con il solo veicolo (etanolo 0,018%) 

determina una differente distribuzione dei mitocondri nel compartimento citoplasmatico, ma il potenziale 
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mitocondriale trasmembrana non risulta alterato. L’utilizzo del disaccoppiante mitocondriale CCCP (10 

µM), applicato nello stesso campo ottico della popolazione controllo, dà conferma della specificità della co-

lorazione. Le immagini riportate derivano dalla sovrapposizione di 20-22 piani focali acquisiti lungo l’asse 

z. Spessore dell’immagine: 110 µm. B) Analisi citofluorimetrica del potenziale di membrana mitocondriale in 

colture SH-SY5Y esposte al BEO (0,01%, 0,03%) e alle corrispondenti concentrazioni di veicolo (etanolo 

0,009%, 0,027%), per 20 min. L’analisi è stata eseguita con l’utilizzo del software CellQuest e la distribu-

zione cellulare nel canale di fluorescenza FL2-H, in base alla ritenzione della sonda, è rappresentata negli 

istogrammi di frequenza 

 

 

Al contrario, dopo l’esposizione di colture SH-SY5Y al BEO (0,02%) per 20 min, si osser-

va una drammatica riduzione della fluorescenza emessa indicativa di perdita del potenziale 

di membrana mitocondriale. Tale evento è, inoltre, accompagnato da alterazioni morfolo-

giche dei mitocondri i quali appaiono meno tubulari. 

La perdita del potenziale di membrana evidenziata dall’analisi in microscopia confocale è 

stata confermata da studi di citofluorimetria (Fig. 4.7b). 

In figura 4.7b sono riportati gli istogrammi della frequenza di distribuzione cellulare nel 

canale di fluorescenza FL2-H delle popolazioni trattate con BEO 0,01% e 0,03% (in nero), 

rispetto alle colture esposte alle corrispondenti concentrazioni di veicolo (etanolo 0,009 e 

0,027%; in grigio). Come controllo positivo della metodica è stato utilizzato il disaccop-

piante mitocondriale CCCP (in rosso). Mentre il trattamento di cellule SH-SY5Y con con-

centrazioni di BEO pari a 0,01% non induce alcun effetto, una significativa riduzione del 

potenziale di membrana mitocondriale è apprezzabile dopo 20 min di esposizione al BEO 

0,03%. 
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4.3 Le alterazioni mitocondriali e la morte cellulare indotte dal BEO in colture 

di neuroblastoma umano SH-SY5Y non sono associate a stress ossidativo. 

Al fine di verificare il coinvolgimento dello stress ossidativo nei meccanismi alla base del-

le alterazioni mitocondriali e della morte cellulare indotte dal fitocomplesso, colture SH-

SY5Y sono state trattate con varie concentrazioni di BEO (0,005-0,03%) e di veicolo (eta-

nolo 0,0045-0,027%) e la produzione di specie reattive dell’ossigeno (ROS) è stata seguita 

allo spettrofotofluorimetro (Victor2, Multilabel Counter, Perkin-Elmer Life Sciences; ecci-

tazione 495nm, emissione 530 nm) ad intervalli di 5 min, per 1 h, impiegando, come son-

da, la diidro-dicloro-fluoresceina diacetato (H2DCF-DA). 

Nel grafico in figura 4.8a è riportata l’area sotto la curva (ASC0-60min) dell’intensità di fluo-

rescenza emessa da ciascun campione rispetto al tempo. Come controllo positivo della me-

todica è stato utilizzato il perossido di idrogeno (H2O2, 100µM). 

È possibile osservare che l’esposizione di colture SH-SY5Y al BEO (0,005-0,03%) non è 

associata all’aumento di ROS né rispetto alla popolazione controllo, né rispetto ai campio-

ni trattati con il veicolo (etanolo 0,0045-0,027%). Inoltre, il pretrattamento per 1 h con n-

acetil-cisteina (NAC, 1mM) non è in grado di prevenire gli effetti citotossici indotti dal 

BEO (0,03%). Come mostrato in figura 4.8b, la percentuale di cellule necrotiche ed apop-

totiche non varia in seguito a pretrattamento con NAC, rispetto alle colture trattate con il 

solo BEO (0,03%).  
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Fig 4.8) Le alterazioni mitocondriali e la morte cellulare indotta dal BEO in colture SH-SY5Y non sono 

associate alla formazione di specie reattive dell’ossigeno (ROS). A) Colture SH-SY5Y sono state esposte al 

BEO (0,005-0,03%) e al veicolo (etanolo 0,0045-0,027%) e la produzione di ROS è stata stimata mediante 

analisi spettrofotofluorimetrica con l’utilizzo della sonda H2DCF-DA, per 1 h ad intervalli di 5 min. I risulta-

ti sono stati espressi come media ± errore standard dell’area sotto la curva (ASC) della fluorescenza emessa 

in funzione del tempo, da 0 a 60 min (ASC0-60 min), di tre esperimenti indipendenti ognuno dei quali condotto 

impiegando 4-8 pozzetti per gruppo sperimentale. B) Colture SH-SY5Y sono state preincubate per 1 h con 

NAC (1mM) prima dell’esposizione a BEO (0,03%) per 1 h. La vitalità cellulare è stata valutata con la dop-

pia colorazione FDA/PI, al citofluorimetro. Il pretrattamento con NAC non determina variazioni nella per-

centuale di cellule apoptotiche e necrotiche indotta BEO (0,03%). I dot-plots riportati sono rappresentativi 

di 3 esperimenti indipendenti. 
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4.4 L’esposizione di colture SH-SY5Y a concentrazioni citotossiche di BEO 

(0,02-0,03%) induce attivazione di proteasi associate alla morte cellulare. 

Come riportato in letteratura, le alterazioni mitocondriali giocano un ruolo importante nella 

morte cellulare, sia perché inducono un deficit energetico che compromette le fisiologiche 

funzioni cellulari, sia perché possono determinare il rilascio di fattori proapoptotici e di 

molecole in grado di attivare le caspasi (Green & Kroemer 2004). 

In colture SH-SY5Y esposte al BEO (0,02-0,03%), la rapida alterazione del potenziale di 

membrana è accompagnata dall’attivazione della caspasi 3, come riportato in figura 4.9. 

L’analisi western-blot ha permesso di identificare, dopo 1 h di esposizione al BEO (0,02-

0,03%), la presenza di frammenti di clivaggio dello zimogeno inattivo della caspasi 3 del 

peso molecolare di 17 e 19 kDa (Nicholson et al.,1995). 

L’entità dell’attivazione della caspasi 3, rilevata dopo l’esposizione alle concentrazioni ci-

totossiche di BEO, risulta concentrazione dipendente e non è apprezzabile nelle colture 

sottoposte a trattamento con il solo veicolo o con le concentrazioni  inferiori di BEO 

(0,005-0,01%). 

L’attivazione della caspasi è stata confermata dall’aumento dell’immunoreattività dei 

frammenti di clivaggio della poli (ADP-ribosio) polimerasi (PARP), uno dei substrati ca-

nonici della caspasi 3 (Lazebnik et al., 1994) (fig. 4.9). Infatti, dopo l’esposizione di cellule 

SH-SY5Y al BEO (0,02-0,03%) si osserva l’accumulo del frammento di PARP del peso 

molecolare di 89 kDa, che deriva in maniera specifica dal taglio proteolitico operato dalla 

caspasi 3. Anche in questo caso il fenomeno risulta concentrazione dipendente. 
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Fig 4.9) L’esposizione di colture SH-SY5Y al BEO determina l’attivazione della caspasi 3 e il clivaggio 

caspasi-dipendente di PARP. Colture SH-SY5Y sono state incubate con normale medium di coltura (ctr) o 

esposte al BEO (0,005-0,03%) e al veicolo (etanolo 0,0045-0,027%) per 1 h. I lisati cellulari sono stati sot-

toposti ad analisi western-blot per valutare l’attivazione della caspasi , in base alla formazione dei frammen-

ti proteolitici (17, 19 kDa) ed il clivaggio del substrato canonico PARP, in frammenti del peso di 89 e 24 

kDa. L’ α-tubulina è stata utilizzata come controllo interno. L’immagine è rappresentativa dei risultati otte-

nuti in tre esperimenti indipendenti. 
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In accordo con queste osservazioni, una parziale protezione dalla citotossicità indotta dal 

BEO è stata conferita dall’inibitore ad ampio spettro delle caspasi, Z-VAD-fmk, come mo-

strato in figura 4.10 dove sono riportati i pannelli rappresentativi dell’analisi citofluorime-

trica (fig. 4.10a) e l’analisi statistica dei dati ottenuti in tre esperimenti indipendenti 

(fig.4.10b).  

Colture SH-SY5Y sono state pretrattate per 2 h con Z-VAD-fmk (10-20 µM), quindi espo-

ste al BEO (0,03%) per 1 h. L’inibitore delle caspasi ha determinato una riduzione della 

percentuale di cellule apoptotiche indotta dal BEO, riduzione che risulta statisticamente si-

gnificativa (p<0.05) con l’impiego di Z-VAD-fmk 20 µM ed una tendenza all’aumento 

della vitalità cellulare, come documentato al citofluorimetro con il saggio biparametrico 

FDA/PI. Lo Z-VAD-fmk (10-20 µM) non previene la morte cellulare di tipo necrotico in-

dotta dal trattamento con il BEO (fig. 4.10b). 

Nello stesso modello sperimentale, utilizzando un tampone arricchito di detergenti anionici 

per la preparazione dei lisati cellulari, l’analisi western-blot ha permesso di documentare 

che, dopo 30’ dall’esposizione di colture SH-SY5Y al fitocomplesso (0.02 e 0.03%), sono 

presenti altri frammenti di clivaggio della proteina PARP (fig. 4.11), oltre quello di 89 kDa 

generato dall’attività della caspesi 3. Come mostrato in figura 4.11, il clivaggio di PARP è 

concentrazione-dipendente ed una più rapida e progressiva proteolisi dei frammenti inter-

medi sembra verificarsi nelle cellule trattate con il BEO alla concentrazione più alta 

(0.03%). 
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 Fig 4.10) L’inibitore Z-VAD-fmk previene la morte di tipo apoptotico ma non la necrosi indotta dal BEO 

in colture SH-SY5Y. A) Dot-plots rappresentativi dell’analisi citofluorimetrica della vitalità cellulare in col-

ture SH-SY5Y sottoposte a 2 h di pretrattamento con Z-VAD-fmk (20 µM) e, quindi, esposte al BEO (0,03%) 

per 1 h. Sono riportate le percentuali di cellule vitali ,necrotiche  e apoptotiche rilevate in 10,000 even-

ti/campione acquisiti. B) Analisi statistica dei dati ottenuti dalla preincubazione per 2 h con l’inibitore non 

selettivo delle caspasi Z-VAD-fmk (10-20 µM), seguita dall’esposizione al BEO 0,03%. La vitalità cellulare è 

stata stimata al citofluorimetro dopo 1 h di esposizione al BEO. I dati riportati rappresentano la media ± er-

rore standard dei valori ottenuti in 3 esperimenti indipendenti * indica p<0.05 rispetto al trattamento con il 

solo BEO (ANOVA seguita dal test di Tukey-Kramer per comparazioni multiple). 
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La frammentazione di PARP non si osserva in seguito all’esposizione di colture SH-SY5Y 

a concentrazioni inferiori di BEO (0,005-0,01%), né in seguito al trattamento con il veicolo 

(etanolo 0,0045-0,027%); tuttavia, una banda dal peso molecolare approssimativo di 45 

kDa, la cui espressione è significativamente ridotta dal trattamento con il BEO 0,03%, è 

stata osservata dopo l’esposizione a tutte le concentrazioni di veicolo e di BEO. Tale banda 

è visibile in lisati cellulari preparati utilizzando un buffer di estrazione arricchito di deter-

genti, ma non un tampone privo di Triton X-100 (fig. 4.11). 

I frammenti derivanti dal clivaggio di PARP, rilevati dall’analisi, sono compresi in un ran-

ge di 35-72 kDa, intervallo in cui ricadono i frammenti di PARP associati alla morte cellu-

lare per necrosi (Aikin et al.,2004; Gobeil et al., 2001; Shah et al., 1996).  

L’estesa frammentazione della proteina, osservata dopo 30 min di esposizione delle colture 

SH-SY5Y al BEO (0,02-0,03%), ha indotto ad indagare il coinvolgimento di altre proteasi 

nei meccanismi di citotossicità. 
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Fig. 4.11) Il BEO determina la formazione di frammenti clivaggio di PARP associati a morte cellulare per 

necrosi. Colture SH-SY5Y sono state incubate con mezzo fresco (ctr) o esposte al BEO (0,005-0,03%) e al 

veicolo (etanolo 0,0045-0,027%) per 30 min. I lisati cellulari sono stati preparati impiegando un tampone di 

estrazione proteica arricchito di detergenti per l’analisi western-blot di PARP. Oltre i frammenti caratteri-

stici del processo apoptotico e derivanti dall’attivazione delle caspasi, è possibile individuare frammenti di 

PARP legati alla necrosi, in colture SH-SY5Y trattate con BEO (0,02-0,03%) ma non con concentrazioni in-

feriori (0.005-0.01%). La proteina GAPDH è stata utilizzata come controllo interno. L’immagine è rappre-

sentativa dei risultati ottenuti in tre esperimenti indipendenti. 
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Proteasi lisosomiali come le catepsine B e G sono state implicate nella frammentazione di 

PARP durante la necrosi (Gobeil et al., 2001).  

Al fine di accertare il coinvolgimento delle catepsine nei meccanismi di morte cellulare in-

dotta dal BEO, le colture di neuroblastoma SH-SY5Y sono state sottoposte a pretrattamen-

to con E-64d. Come mostrato in figura 4.12b, nessuna delle concentrazioni testate 

dell’inibitore enzimatico (5-50 µM), si è rivelata efficace nel ridurre la citotossicità indotta 

dal BEO (0,03%). 

Al contrario, il pretrattamento con la più elevata concentrazione di inibitore testata (50 

µM), determina uno shift tra la morte cellulare per apoptosi e per necrosi. Infatti, 

l’incremento statisticamente significativo (P<0.05) della necrosi è accompagnato dalla si-

gnificativa riduzione della percentuale di cellule in apoptosi (P<0.05), rispetto alle colture 

sottoposte a trattamento con il solo BEO (0,03%), mentre la percentuale di cellule vitali 

rimane inalterata. L’aumento della necrosi non è ascrivibile alla tossicità intrinseca 

dell’inibitore dal momento che nessuna delle concentrazioni utilizzate (5-50 µM), da sola, 

determina citotossicità. 

In letteratura è stato descritto il coinvolgimento delle proteasi attivate dal calcio nel clivag-

gio di PARP in corso di apoptosi (McGinnis et al.,1999). Secondo questi studi le calpaine 

sarebbero responsabili della formazione del frammento di clivaggio di PARP del peso mo-

lecolare di 37 kDa, compatibile con il peso molecolare del frammento rilevato nelle nostre 

condizioni sperimentali a circa 40 kDa (fig. 4.11). 

Per queste ragioni è stato indagato il ruolo delle proteasi attivate dal calcio nel mediare la 

citotossicità indotta dal BEO in colture di neuroblastoma umano.  

 



                                                                                                                                                                                                                                                                         

 

 

- 90 -

A  

0 5 20 50 BEO 5 20 50
0

20

40

60

80

100

E-64d [µM]              E-64d [µM]
                                    + BEO

C
el

lu
le

 v
ita

li 
(%

)

0 5 20 50 BEO 5 20 50
0

25

50

75

100

E-64d [µM]              E-64d [µM]
                                    + BEO

_____________*___

C
el

lu
le

 n
ec

ro
tic

he
 (%

)

0 5 20 50 BEO 5 20 50
0

5

10

15

20

E-64d [µM]              E-64d [µM]
                                    + BEO

*

C
el

lu
le

 a
po

pt
ot

ic
he

 (%
)

  

B  

0 2 10 BEO 2 10
0

20

40

60

80

100

MDL [µM]                  MDL [µM]
                                    + BEO

C
el

lu
le

 v
ita

li 
(%

)

0 2 10 BEO 2 10
0

10

20

30

40

50

MDL [µM]                  MDL [ µM]
                                    + BEO

C
el

lu
le

 n
ec

ro
tic

he
 (%

)

0 2 10 BEO 2 10
0

5

10

15

20

MDL [µM]                  MDL [ µM]
                                    + BEO

*
C

el
lu

le
 a

po
pt

ot
ic

he
 (%

)

 Fig. 4.12) L’inibizione farmacologica delle catepsine e delle calpaine non previene la tossicità del BEO, 

in colture SH-SY5Y. A) Effetti dell’inibitore delle catepsine, E-64d, sulla percentuale di cellule vitali, necro-

tiche ed apoptotiche indotte dal BEO. Le cellule SH-SY5Y sono state preincubate per 1 h con l’E-64d (5-50 

µM) e gli effetti sulla vitalità cellulare sono stati valutati mediante doppia colorazione con FDA/PI ed analisi 

citofluorimetrica 1 h dopo l’aggiunta di BEO (0.03%). I valori riportati rappresentano la  media ± errore 

standard dei dati ottenuti in 3 esperimenti indipendenti, * indica p<0.05 rispetto al trattamento con il solo 

BEO (ANOVA seguita dal test di Tukey-Kramer per comparazioni multiple). B) Effetti dell’inibitore delle 

calpaine MDL 28170 sulla percentuale di cellule vitali, necrotiche ed apoptotiche indotte dal BEO. Le cellu-

le SH-SY5Y sono state preincubate per 1 h con MDL 28170 (2-10 µM) e gli effetti sulla vitalità cellulare sono 

stati valutati mediante doppia colorazione con FDA/PI ed analisi citofluorimetrica 1 h dopo l’aggiunta di 

BEO (0.02%). I valori riportati rappresentano la media ± errore standard dei dati ottenuti in 3 esperimenti 

indipendenti. * indica p<0.05 rispetto al trattamento con il solo BEO (ANOVA seguita dal test di Tukey-

Kramer per comparazioni multiple). 

 

 



                                                                                                                                                                                                                                                                         

 

 

- 91 -

L’inibizione farmacologica dalla calpaina I con MDL 28170, tuttavia, non riduce gli effetti 

citotossici indotti dal BEO. In particolare, l’utilizzo di MDL 28170 a concentrazioni pari a 

2 µM, determina una tendenza alla riduzione della morte cellulare per necrosi e 

all’aumento della vitalità, lasciando inalterata la percentuale di cellule apoptotiche, rispetto 

alle colture sottoposte a trattamento con il solo BEO. Nessuno degli effetti risulta, comun-

que, statisticamente significativo (fig. 4.12b). 

Impiegato ad una più alta concentrazione (10 µM), l’MDL 28170 aumenta in maniera stati-

sticamente significativa la percentuale di cellule apoptotiche indotta dal BEO e determina 

una tendenza all’aumento della percentuale delle cellule necrotiche. Il trattamento con il 

solo inibitore non determina alcuna tossicità in colture SH-SY5Y. 

Gli effetti osservati, nel complesso, suggeriscono che il meccanismo di morte cellulare in-

dotto dal BEO sia indipendente dall’attivazione delle calpaine. 

A supporto di tale ipotesi, è stato osservato che l’impiego dell’EGTA per chelare il calcio 

extracellulare non previene la citotossicità indotta dal BEO. L’analisi citofluorimetrica ha 

evidenziato simili percentuali di cellule vitali dopo esposizione al BEO 0,02%, per 1h 

(64.7+4.2; n=8) o in presenza di 0.25 (70.5+6.7; n=4), 0.5 (61.4+2.5; n= 4) o 1 mM 

(54.8+5.6; n=3) di EGTA. Allo stesso modo, l’aggiunta di BAPTA (20 µM), per chelare 

anche il calcio intracellulare si è rivelato inefficace nel ridurre la tossicità indotta dal BEO 

(dati non riportati).  

 



                                                                                                                                                                                                                                                                         

 

 

- 92 -

4.5 Il BEO determina la riduzione dei livelli della chinasi Akt, in cellule SH-

SY5Y. 

E’ stato precedentemente documentato che, in cellule SH-SY5Y, il BEO, alla concentra-

zione 0.01%, promuove l’attivazione della chinasi Akt come meccanismo di sopravvivenza 

in risposta a stimoli lesivi quali la deprivazione da siero o l’eccitottossicità indotta da 

NMDA (Corasaniti et al., 2007). L’iperattivazione o la de-regolazione della via PI3K/Akt, 

tuttavia, è un fenomeno correlato all’insorgenza di tumori e alla chemioresistenza (Staal et 

al., 1987; Kim et al., 2007).  

Nel presente studio è stato valutato come la chinasi Akt viene modulata dal trattamento con 

il BEO, impiegato a concentrazioni più elevate rispetto a quelle associate a citoprotezione. 

In particolare, mediante analisi western-blot, è stato studiato il grado di fosforilazione di 

Akt in colture SH-SY5Y esposte al BEO (0,02%) per 30 min e 1h. 

Come riportato in figura 4.13, il BEO determina una tendenza alla riduzione dei livelli di 

fosforilazione della chinasi Akt in Ser473, già dopo 30 min di esposizione, effetto che di-

venta significativo (P<0.05) ad 1 h; tuttavia, anche l’espressione della forma totale della 

proteina è significativamente (P<0.05) ridotta dopo 1 h di esposizione al fitocomplesso ri-

spetto al veicolo (etanolo 0,018%). 
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Fig 4.13) L’esposizione di colture di neuroblastoma SH-SY5Y al BEO riduce la fosforilazione e 

l’espressione di Akt. A) Colture SH-SY5Y sono state incubate con mezzo fresco (ctr) o esposte al BEO 

(0,02%) e al veicolo (etanolo 0,018%) per 30 min e 1 h. I lisati cellulari sono stati analizzati mediante  we-

stern-blot per la determinazione del grado di fosforilazione della chinasi Akt in Ser 473(p-Akt) e dei livelli di 

espressione della forma totale di Akt. B) Gli istogrammi mostrano i risultati dell’analisi densitometrica delle 

bande relative a p-Akt, normalizzati per i valori di Akt totale, e di Akt totale normalizzati per i valori densi-

tometrici delle bande del controllo interno, GAPDH. I dati riportati rappresentano la media ± errore stan-

dard dei valori ottenuti in 3 esperimenti indipendenti e sono espressi come percentuale rispetto al controllo. 

* indica p<0.05 rispetto al veicolo (etanolo 0,018%) (test t di Student). 
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In letteratura è stato documentato il clivaggio della chinasi Akt mediato dalle caspasi, in 

particolare dalla caspasi 3 (Asselin et al., 2001; Rokudai et al., 2000; Xu et al., 2002). 

Per verificare se la riduzione dei livelli di Akt fosse dovuta a degradazione della proteina, 

cellule di neuroblastoma trattate con BEO (0,03%) per 1 h sono state lisate utilizzando un 

tampone arricchito di detergenti per aumentare l’efficienza dell’estrazione proteica rispetto 

al tampone contenente solo Triton X-100 (fig. 4.14). 

Come è possibile osservare in figura 4.14, l’esposizione per 1 h al BEO 0,03% determina 

una riduzione dell’immunoreattività di Akt, rispetto alle cellule trattate con il solo veicolo 

(etanolo 0,027%), in colture di neuroblastoma umano SH-SY5Y. Prolungando il tempo di 

esposizione della lastra autoradiografica è stato possibile osservare che la riduzione dei li-

velli della proteina è associata all’aumento dell’immunoreattività di un frammento proteo-

litico di Akt, sia nel caso dell’utilizzo del tampone arricchito di detergenti che con quello 

contenente lo 0,5% di Triton X-100. Il frammento osservato, che migra a circa 44 kDA, ha 

un peso molecolare compatibile con quello descritto per i frammenti che si formano in se-

guito a clivaggio di Akt operato dalle caspasi (40-45 kDa; Rokudai et al., 2000).  

La banda dal peso molecolare inferiore, la cui espressione non è modulata dal trattamento 

con il BEO, potrebbe derivare dal legame aspecifico dell’anticorpo. 
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Fig 4.14) La riduzione dei livelli di Akt dopo 1 h di esposizione al BEO è associata a degradazione della 

chinasi. Analisi western-blot dei lisati cellulari preparati con un tampone di estrazione contenente Triton X-

100, sodio dodecilsolfato (SDS) e sodio deossicolato (NaDC), al fine di incrementare l’efficacia 

dell’estrazione proteica. L’esposizione al BEO (0,03%, 1 h) determina una riduzione dei livelli di Akt che 

coincide con la comparsa di un frammento del peso molecolare di circa 44 kDa. Stessi risultati si ottengono 

impiegando condizioni di estrazione più blande (0.5% di Triton X-100). L’immagine è rappresentativa di 3 

esperimenti indipendenti. 
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4.6 La caduta del potenziale di membrana mitocondriale (∆Ψm) precede la 

morte cellulare e le alterazioni delle caratteristiche morfologiche indotte dal 

BEO in colture di leucemia mieloide cronica, K-562. 

Colture cellulari in sospensione di leucemia mieloide cronica (CML) umana, K-562, sono 

state utilizzate nello studio al fine di stabilire se i meccanismi di adesione cellulare possano 

influenzare la sensibilità al BEO.  

Dall’analisi di vitalità cellulare con l’utilizzo della doppia colorazione FDA/PI, è emerso 

che l’esposizione al BEO 0,03% per 1 h determina una riduzione statisticamente significa-

tiva (P<0,001) della percentuale di cellule vitali, accompagnata da un aumento, anch’esso 

statisticamente significativo (P<0,001; P<0,05), della percentuale di cellule necrotiche ed 

apoptotiche, rispetto alle colture esposte al veicolo (etanolo 0,027%). 

In questa linea cellulare si registra una tendenza alla riduzione della vitalità e all’aumento 

della morte cellulare per necrosi e apoptosi, dopo l’esposizione al BEO 0,02% per 1 h, 

mentre le concentrazioni più basse risultano inattive (fig. 4.15a). 

Dopo 24 h di esposizione, come mostrato dai pannelli in figura 4.15b, rappresentativi dei 

dati ottenuti in 3 esperimenti indipendenti, si osserva una riduzione della vitalità cellulare 

pari a circa il 100% nelle colture esposte al BEO 0,03% e al 60 % nelle colture esposte al 

BEO 0,02%, rispettivamente. Dalla stessa analisi emerge che il tipo di morte cellulare in-

dotta dal trattamento con il BEO (0,02-0,03%), presenta le caratteristiche della necrosi in 

parte delle cellule analizzate e dell’apoptosi in altre, come è possibile osservare dai dot-

plots riportati in figura 4.15b.   
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Fig. 4.15) La citotossicità indotta dal BEO in colture K-562 è associata a morte cellulare per necrosi e a-

poptosi. L’effetto è concentrazione- e tempo-dipendente. A)Effetti dell’incubazione di colture di leucemia 

mieloide cronica, K-562, con il (0,005-0,03%) per 1 h. Un aumento significativo della percentuale di cellule 

necrotiche e apoptotiche ed una riduzione statisticamente significativa della percentuale di cellule vitali, si 

osserva dopo esposizione al BEO 0,03%, rispetto alla popolazione trattata con il veicolo (etanolo 0,027%). I 

valori riportati in istogramma ed espressi come percentuale degli eventi acquisiti (10,000 eventi/campione) 
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corrispondono alla media ± errore standard dei dati ottenuti in 3 esperimenti indipendenti. * e *** denotano 

P<0.05 e P<0.001, rispetto al veicolo (test t di Student). B) Dot-plots rappresentativi ottenuti dall’analisi 

citofluorimetrica della vitalità cellulare (FDA/PI) di colture K-562 esposte al BEO (0,005-0,03%) per 24 h. 

Una importante riduzione della popolazione di cellule vitali, accompagnata da un aumento evidente della 

popolazione di cellule necrotiche e apoptotiche, è indotta dall’esposizione al  BEO 0,02-0,03%. Il program-

ma cellQuest è stato utilizzato per la quantificazione delle cellule apoptotiche (quadrante in basso a sini-

stra), necrotiche (quadrante in alto a sinistra) e vitali (quadrante in basso a destra), dopo l’acquisizione di 

10,000 eventi/campione. (Veicolo: etanolo 0,027%). 

 

 

 

La morte cellulare indotta dal BEO, in colture K-562, si associa ad alterazioni morfologi-

che quali raggrinzimento cellulare e/o aumento della granulosità, rilevabili dopo 1 h di e-

sposizione al fitocomplesso. I dot-plots FSC/SSC ottenuti sono stati utilizzati per stabilire 

la distribuzione delle cellule nelle regioni arbitrariamente denominate R1, R2, R3.  

Come mostrato in figura 4.16, dopo 1 h di esposizione al BEO 0,02-0,03% si osserva una 

notevole riduzione della percentuale di cellule localizzate nella regione R3, rispetto alle 

colture controllo o sottoposte a trattamento con il veicolo (etanolo 0,027%). L’effetto è ac-

compagnato dall’aumento della percentuale di cellule localizzate nelle regioni a ridotto 

FSC (R1, R2). In particolare, dall’analisi dei dot-plots emerge che, dopo trattamento con 

BEO 0.02%, il 23% circa delle cellule è localizzato nella regione R1, mentre il 53% circa è 

localizzato nella regione R2; gli eventi compresi in tale regione presentano, inoltre, un mo-

desto incremento della granulosità (SSC) rispetto alla popolazione residua in R3.  
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4.16) Il BEO (0,02-0,03%) induce raggrinzimento cellulare in colture di leucemia mieloide cronica K-562. 

Dot-plots FSC/SSC della distribuzione cellulare in base alle proprietà di diffrazione della luce incidente. Tre 

aree (R1, R2, R3) sono state delimitate sui dot-plots FSC/SSC per la valutazione delle alterazioni morfologi-

che. L’incubazione con il BEO (0,02-0,03%) per 1 h induce, in colture K-562, una redistribuzione concen-

trazione-dipendente della popolazione principale dalla regione R3 alle regioni R1 ed R2. I pannelli riportati 

e i valori indicati sono rappresentativi di quanto osservato in 3 esperimenti indipendenti, dopo l’acquisizione 

di 10,000 eventi/campione. 
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Nelle colture K-562 trattate per 1 h con BEO 0,03%, le cellule con ridotte dimensioni sono 

equamente distribuite nelle regioni a ridotto FSC (R1, R2); in tale regione, inoltre, si ri-

scontra una tendenza all’aumento della granulosità cellulare (SSC), dopo esposizione al 

BEO (0,03%), rispetto alle colture controllo o trattate con il solo veicolo (etanolo 

0,0027%). Il trattamento con concentrazioni inferiori di BEO (0,005-0,01%) non altera le 

caratteristiche morfologiche rispetto alle colture controllo e al veicolo.  

L’evento che precede la riduzione della vitalità cellulare e le alterazioni morfologiche, os-

servate nelle colture K562 dopo 1 h di esposizione al BEO (0,02-0,03%), è la caduta del 

potenziale di membrana.  

Gli istogrammi in figura 4.17 rappresentano la frequenza di distribuzione degli eventi ac-

quisiti al citofluorimetro dopo colorazione con l’estere tetrametil-etilico della rodamina 

(TMRE). 

Nelle colture K-562 la depolarizzazione mitocondriale si osserva dopo 30 min di esposi-

zione al BEO (0,02%), come riportato negli istogrammi in figura 4.17, rappresentativi 

dell’effetto osservato in tre esperimenti indipendenti. L’impiego di concentrazioni inferiori 

del fitocomplesso (0,01%) non è associato ad alterazioni della funzionalità mitocondriale, 

rispetto al veicolo corrispondente (etanolo 0,009%). Il disaccoppiante mitocondriale CCCP 

(pannello in alto) è stato utilizzato come controllo positivo della metodica.  
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4.17) La caduta del potenziale di membrana mitocondriale (∆Ψm) precede le alterazioni morfologiche e la 

morte cellulare indotte dal BEO in colture K-562. Analisi del potenziale di membrana mitocondriale (∆Ψm) 

al citofluorimetro dopo l’esposizione di colture K-562 al BEO (0,005-0,02%) e alle corrispondenti concen-

trazioni di veicolo (etanolo 0,0045-0,018%), per 30 min. L’analisi è stata eseguita con l’utilizzo del software 

CellQuest e la distribuzione cellulare nel canale di fluorescenza FL2-H, in base alla ritenzione della sonda 

(TMRE), è rappresentata negli istogrammi di frequenza. Il disaccoppiante mitocondriale CCCP è stato uti-

lizzato come controllo positivo della metodica. (veicolo: istogramma in grigio, BEO: istogramma in nero, 

CCCP: istogramma in grigio chiaro). 
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4.7 Effetti indotti dal BEO in colture di fibroblas ti di cute umana, Hs 605.Sk 

L’analisi citofluorimetrica della vitalità cellulare mediante doppia colorazione FDA/PI è 

stata impiegata anche per valutare gli effetti del BEO in colture di fibroblasti umani, Hs 

605.Sk, aventi un fenotipo normale. 

Le evidenze sperimentali ottenute dopo l’esposizione di colture Hs 605.Sk al BEO (0,01-

0,04%) per 24 h, rivelano una riduzione della vitalità cellulare che risulta statisticamente 

significativa (P<0.01) dopo l’esposizione al BEO 0,03-0,04%, mentre nessuna variazione 

della vitalità cellulare si osserva utilizzando concentrazioni più basse di BEO (0,01-

0,02%), rispetto alle colture controllo. L’effetto osservato segue un andamento concentra-

zione dipendente. (Fig.4.18). 

Dopo 24 h di esposizione al BEO (0.03-0.04%), la riduzione della vitalità cellulare è ac-

compagnata da un aumento della percentuale di cellule necrotiche. L’effetto osservato ri-

sulta statisticamente significativo (P<0,01 e P<0,05, rispettivamente). 

La percentuale di cellule apoptotiche non varia significativamente in seguito a trattamento 

di cellule Hs 605.Sk con il fitocomplesso, sebbene si registri una tendenza all’aumento do-

po 24 h di esposizione al BEO 0,03% e 0,04%. La percentuale di cellule apoptotiche e ne-

crotiche rilevata nelle colture trattate per 24 h con il veicolo (etanolo 0,036%) o con le 

concentrazioni inferiori di BEO (0,01-0,02%) non risulta alterata rispetto alle colture con-

trollo. 
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Fig. 4.18) L’esposizione al BEO per 24 h induce morte cellulare di tipo necrotico in colture di fibroblasti 

di cute umana, Hs 605.Sk. A) Pannelli rappresentativi dell’analisi citofluorimetrica di vitalità condotta su 

colture di fibroblati umani Hs 605.Sk, dopo esposizione al BEO (0,01-0,04%) per 24 h. Per l’analisi sono 

stati acquisiti 10,000 eventi/campione. L’elaborazione dei dati è stata condotta con l’utilizzo del programma 

cellQuest. B) Analisi statistica dei dati ottenuti dagli esperimenti di vitalità cellulare mediante doppia colo-

razione FDA/PI su colture Hs 605.Sk  esposte al BEO (0,01-0,04%) per 24 h. Il BEO (0,03-0,04%) determina 

una riduzione statisticamente significativa della percentuale di cellule vitali, e un aumento statisticamente 

significativo della percentuale di cellule necrotiche, rispetto alle colture controllo. I valori riportati in isto-

gramma ed espressi come percentuale rispetto agli eventi acquisiti, corrispondono alla media ± errore stan-
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dard dei dati ottenuti in 3 esperimenti indipendenti. *e ** indicano P<0.05 e P<0,01, rispetto alle colture 

controllo (test t di Student) 

 

 

Le colture di fibroblasti umani Hs 605.Sk sono state sottoposte ad analisi morfologica con 

l’utilizzo delle tecniche citofluorimetriche precedentemente descritte.  

Come riportato nei pannelli in figura 4.19, dopo l’esposizione al BEO (0,03-0,04%) per 24 

h, si osserva una redistribuzione della popolazione principale normalmente localizzata nel-

la regione R3 dei dot-plots FSC/SSC, rispetto alle cellule controllo o trattate con il veicolo 

(etanolo 0,036%). Tale effetto è accompagnato da un aumento evidente della percentuale 

di cellule nelle regioni R2 e R1 a ridotte dimensioni cellulari (FSC). All’interno della stes-

sa regione R3 la popolazione residua cellulare non presenta una distribuzione omogenea, 

dopo 24 h di esposizione al BEO (0,03-0,04%). 
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Fig. 4.19) Il BEO (0,03-0,04%) induce raggrinzimento cellulare in colture di fibroblasti umani, Hs 605.Sk, 

dopo 24 h di esposizione. Dot-plots FSC/SSC della distribuzione cellulare in base alle proprietà di diffrazio-

ne della luce incidente. Tre aree (R1, R2, R3) sono state delimitate sui dot-plots FSC/SSC per la valutazione 

delle alterazioni morfologiche. L’incubazione con il BEO (0,03-0,04%) per 24 h induce una redistribuzione 

della popolazione principale dalla regione R3 alle regioni R1 ed R2 a ridotte dimensioni cellulari (FSC), in 

maniera indipendente dalla concentrazione. I pannelli riportati e i valori indicati sono rappresentativi di 

quanto osservato in 3 esperimenti indipendenti, dopo l’acquisizione di 10,000 eventi/campione. 

 

 

 

 

 

5. Discussione 

Nel corso degli ultimi anni, diversi studi sperimentali hanno documentato interessanti pro-

prietà terapeutiche del BEO (Amantea et al., 2009; Bagetta et al., 2010; Corasaniti et al., 
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2007; Mollace et al., 2008; Saiyudthong & Marsden, 2011; Sakurada et al., 2009, 2011), 

un olio essenziale largamente impiegato nell’industria alimentare, farmaceutica, profumie-

ra e cosmetica (www.bergamottoconsorzio.it) ed in aromaterapia (si veda Bagetta et al., 

2010). 

Tuttavia, in letteratura, le informazioni circa il profilo tossicologico del BEO in vivo o in 

colture cellulari umane sia normali che tumorali sono molto limitate e, comunque, relative 

alla fototossicità cutanea del bergaptene (Zaynoun et al., 1977). 

Inoltre, recenti evidenze sperimentali, ottenute in vitro ed in vivo, documentano che il BEO 

esercita effetti neuroprotettivi da attribuire, almeno in parte, alla modulazione della via 

PI3K/Akt. In particolare, è stato osservato che il BEO previene la riduzione dell’attività di 

Akt indotta da stimoli eccitotossici sia in vitro (Corasaniti et al., 2007) che in vivo (Aman-

tea et al., 2009) aumentando i livelli di fosforilazione della chinasi. Tuttavia, come docu-

mentato in letteratura, l’iperattivazione di tale via di sopravvivenza è associata al rischio di 

tumorigenesi (Staal et al., 1987) ciò che solleva dubbi circa la sicurezza nell’uomo 

dell’impiego di prodotti a base dell’olio essenziale per tempi prolungati. 

Nel presente studio, allo scopo di valutare gli effetti del BEO sulla sopravvivenza e prolife-

razione cellulare, colture di cellule tumorali e di fibroblasti umani sono state esposte, per 

diverso periodo di tempo, a varie concentrazioni dell’olio essenziale. 

I risultati ottenuti hanno permesso di caratterizzare il profilo tossicologico del BEO in si-

stemi in vitro e di stabilire come alcune delle principali vie biochimiche di sopravvivenza 

vengono modulate dal BEO, quando utilizzato a concentrazioni maggiori rispetto a quelle 

citoprotettive. 
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In particolare, è stato dimostrano che il BEO esplica effetti citotossici in cellule di neuro-

blastoma umano SH-SY5Y, quando impiegato a concentrazioni superiori allo 0,01%.  

In cellule SH-SY5Y esposte per 24 h al BEO (0.02-0.03%) è stata osservata una significa-

tiva riduzione dell’attività metabolica cellulare, come valutato mediante test MTT.  

La ridotta capacità delle cellule di metabolizzare la sonda MTT e produrre cristalli di for-

mazano, può essere imputabile al blocco dell’attività delle deidrogenasi mitocondriali, con-

seguente a deficit energetico o a morte cellulare (Yang et al., 2006). 

L’analisi quantitativa delle cellule vitali, capaci di escludere il colorante trypan blue in vir-

tù dell’integrità di membrana, ha permesso di chiarire che dopo 24h di esposizione al BEO 

(0,02-0,03%) la ridotta capacità di metabolizzare l’MTT è dovuta ad una significativa ridu-

zione del numero di cellule vitali. 

Una tecnica citofluorimetrica a cui spesso si ricorre per la caratterizzazione del processo di 

morte è l’analisi del contenuto di DNA di una popolazione cellulare. La fluorescenza e-

messa da cellule permeabilizzate e sottoposte a colorazione con l’agente intercalante PI 

consente l’identificazione delle cellule vive, distribuite nelle fasi del ciclo cellulare, e delle 

cellule morte (Pollack & Ciancio, 1990). In questo tipo di analisi, la morte cellulare è rile-

vabile per la presenza di un accumulo di cellule a sinistra del picco G0/G1 del ciclo cellu-

lare, in una regione indicata come picco sub-G1 (Darzynkiewicz et al., 1992) o come area 

sub-G1 (Yang et al., 2005), a seconda della scala di fluorescenza utilizzata.  

Nelle nostre condizioni sperimentali è stato rilevato che l’esposizione di colture SH-SY5Y 

al BEO (0,02-0,03%) determina un aumento significativo della popolazione ipodiploide già 

dopo 1h di esposizione al fitocomplesso e che l’effetto è concentrazione- e tempo-
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dipendente. Anche questo approccio sperimentale ha confermato che le concentrazioni in-

feriori di BEO (0,005-0,01%) non sono associate a citotossicità. 

La riduzione della fluorescenza emessa dal PI deriva dal ridotto contenuto in DNA delle 

cellule apoptotiche, in conseguenza dell’attivazione di specifiche endonucleasi che degra-

dano il DNA in frammenti caratteristici di 180-220 bp (Walker et al., 1991). Questi fram-

menti a basso peso molecolare diffondono facilmente fuori dal nucleo e, successivamente, 

nell’ambiente extracellulare dopo la permeabilizzazione cellulare (Darzynkiewicz et al., 

1992). Tuttavia, La frammentazione del DNA, non è una caratteristica esclusiva del pro-

cesso apoptotico. Spesso, durante la necrosi si assiste alla frammentazione eterogenea del 

DNA (si veda Darzynkiewicz et al., 1997). 

Per caratterizzare meglio il fenotipo cellulare di colture SH-SY5Y dopo trattamento con il 

BEO è stata, pertanto, utilizzata la doppia colorazione con i fluorofori FDA/PI. Tale meto-

dica ha consentito la simultanea valutazione della percentuale di cellule vitali, apoptotiche 

e necrotiche (Ross et al., 1989). Dall’analisi è emerso che il BEO (0,02-0,03%) riduce la 

vitalità cellulare in conseguenza di un aumento della percentuale di cellule apoptotiche e 

necrotiche. L’effetto, rilevato già dopo 1h di esposizione , risulta concentrazione- e tempo-

dipendente. Tali evidenze sperimentali portano ad ipotizzare che l’aumento della percentu-

ale di eventi ipodiploidi (sub-G1) indotto dall’olio essenziale (0,02-0,03%) derivi in parte 

dall’attività di endonucleasi specifiche che si attivano in corso di apoptosi ed in parte dalla 

frammentazione random del DNA che caratterizza la necrosi.   

L’utilizzo di tecniche citofluorimetriche ha consentito di rilevare le alterazioni della morfo-

logia cellulare, attraverso l’analisi della diffrazione della luce incidente da parte di ogni 

singola cellula in direzione opposta rispetto alla fonte (FSC) o con un angolo di 90° (SSC) 
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rispetto alla stessa; tali parametri danno informazioni sulle dimensioni cellulari e sulla gra-

nulosità, rispettivamente (si veda Darzynkiewicz et al., 1997). È stato così osservato che 

l’esposizione al BEO (0,02-0,03%) per 1 h determina un’importante riduzione delle di-

mensioni cellulari (FSC). 

Durante la morte per apoptosi, la perdita di ioni intracellulari e l’efflusso di acqua sono as-

sociati a riduzione delle dimensioni cellulari ed aumento della densità citoplasmatica 

(SSC); al contrario, la necrosi è caratterizzata da iniziale rigonfiamento cellulare seguito da 

riduzione del volume dovuta alla compromessa integrità della membrana plasmatica ed alla 

fuoriuscita dei costituenti intracellulari. Tuttavia, è possibile anche osservare l’effetto op-

posto; infatti, durante la morte cellulare per necrosi è stato descritto un aumento della gra-

nulosità e le cellule in tarda apoptosi possono andare incontro a riduzione della densità cel-

lulare (Lizard et al., 1995). 

Pertanto, i cambiamenti dei parametri FSC/SSC osservati dopo esposizione di colture di 

neuroblastoma alle concentrazioni citotossiche di BEO, sono indicativi della morte cellula-

re, ma non possono essere considerati parametri distintivi del tipo di morte cellulare indot-

ta.  

Combinando l’analisi morfologica e la doppia colorazione con i fluorofori FDA/PI è emer-

so che, in seguito a trattamento con il BEO per 1 h, le cellule localizzate nelle regioni con 

ridotto FSC, quindi con ridotte dimensioni cellulari, sono in parte apoptotiche ed in parte 

necrotiche.  

Sono state descritte in letteratura condizioni in cui la morte cellulare non presenta le carat-

teristiche classiche dell’apoptosi o della necrosi, ma di entrambe, come riscontrato in cellu-

le di leucemia acuta, MOLT-4, esposte a radiazioni di varia entità, che determinano la 
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comparsa di aspetti tipici della necrosi a livello citoplasmatico e alterazioni nucleari asso-

ciate alla morte cellulare per apoptosi, rilevate al microscopio elettronico (Akagi et al., 

1995) o come dimostrato in colture di carcinoma ovarico umano, CH-1, dopo il trattamento 

con cisplatino dove le caratteristiche dell’apoptosi rilevate non sono accompagnate dai ta-

gli intranucleosomali del DNA (Ormerod et al., 1994). Inoltre, sono state descritte in lette-

ratura condizioni in cui, all’interno della stessa popolazione, uno stimolo citotossico è ca-

pace di indurre morte cellulare di tipo necrotico in alcune cellule e apoptotico in altre (An-

karcrona et al., 1995).   

I dati fin qui ottenuti permettono di concludere che l’effetto citotossico del BEO, in colture 

di neuroblastoma umano SH-SY5Y, è concentrazione- e tempo-dipendente e che la morte 

cellulare indotta presenta per alcune cellule i tratti dell’apoptosi, per altre quelli della ne-

crosi. 

Inoltre, dalle indagini condotte è emerso che l’intervallo tra concentrazioni citotossiche e 

quelle non tossiche risulta estremamente ristretto, evidenza che può essere attribuibile 

all’elevato numero di costituenti presenti nel fitocomplesso i cui target cellulari non sono 

ad oggi completamente noti. 

Come mostrato dall’analisi citofluorimetrica, il primo effetto osservato dopo l’esposizione 

delle colture SH-SY5Y al BEO è la caduta del potenziale mitocondriale (∆Ψm), evento as-

sociato ad alterazioni della morfologia dei mitocondri, apprezzate al microscopio confoca-

le, dopo 20 min di esposizione al fitocomplesso. Tale evento non sembra essere ascrivibile 

alla produzione di specie reattive dell’ossigeno (ROS), dato confermato dall’inefficacia del 

pretrattamento con l’antiossidante N-acetil cisteina nel prevenire la tossicità dell’olio es-

senziale. L’applicazione di tecniche di microscopia ha permesso di apprezzare alterazioni 



                                                                                                                                                                                                                                                                         

 

 

- 111 -

della morfologia cellulare come la riorganizzazione del citoscheletro che interessa sia i mi-

crofilamenti che i microtubuli, dopo 1 h di esposizione al fitocomplesso (0,02-0,03%). 

Queste alterazioni risultano particolarmente marcate nelle cellule che presentano nuclei 

condensati. Inoltre, appare evidente che l’integrità dei microtubuli è quella maggiormente 

compromessa come dimostrato dalla perdita dell’immunoreattività per la tubulina nelle cel-

lule trattate con il BEO 0,03%. Tale dato è confermato dall’analisi western blot dove, nuo-

vamente, è possibile osservare la riduzione dell’immunoreattività per l’ α-tubulina in coltu-

re SH-SY5Y sottoposte ad 1h di trattamento con il BEO 0,03%. 

I microtubuli, costituiti da α-tubulina e β-tubulina, sono componenti del citoscheletro che 

svolgono numerose funzioni nelle cellule eucariotiche, dal mantenimento della morfologia, 

alla migrazione dei cromosomi, ai meccanismi eso-endocitotici (Dutcher, 2001). 

Alcuni farmaci antitumorali come il paclitaxel hanno un’azione diretta sui microtubuli. 

L’azione di questi farmaci è accompagnata dalla perdita del potenziale di membrana mito-

condriale e dal rilascio di citocromo c; al contrario, farmaci che agiscono con un 

meccanismo indipendente dall’alterazione dei microtubuli non determinano il rilascio di 

citocromo c, come nel caso della doxorubicina (Andrè et al., 2000). È stato documentato 

che la tubulina è un componente della membrana mitocondriale dove si trova associata, in 

maniera specifica, a canali anionici voltaggio-dipendenti che partecipano alla formazione 

del poro trasmembrana, contribuendo alla permeabilizzazione della membrana 

mitocondriale esterna (MOMP), quindi alla caduta del potenziale di membrana 

mitocondriale (Carrè et al., 2002).  

Le evidenze sperimentali ottenute e i dati presenti in letteratura suggerirebbero che le 

profonde alterazioni a carico dei microtubili, osservate nelle colture trattate con BEO 
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0,03%, siano responsabili della caduta del potenziale di membrana mitocondriale; tuttavia, 

le alterazioni citoscheletriche rilevate nelle cellule sottoposte a trattamento con BEO 

0,02%, per 1 h, non sono tali da giustificare le alterazioni morfologiche e funzionali dei 

mitocondri, rilevate dopo 20 min di esposizione.  

È stato ampiamente descritto in letteratura che l’evento immediatamente successivo alla 

caduta del potenziale di membrana mitocondriale è il rilascio del citocromo c nel compar-

timento citoplasmatico dove esso si associa ad Apaf-1 (fattore 1 attivante le proteasi apop-

totiche) e alla caspasi 9, formando il complesso macromolecolare dell’apoptosoma che, in 

presenza di ATP (adenosintrifosfato), media il clivaggio e l’attivazione delle caspasi effet-

trici e l’esecuzione dell’apoptosi (si veda Kroemer et al., 2007). 

Nelle nostre condizioni sperimentali, dopo la caduta del potenziale di membrana mitocon-

driale ed in particolare dopo 1 h di esposizione al BEO, l’analisi western blot ha permesso 

di apprezzare i frammenti derivanti dalla maturazione proteolitica della caspasi 3, del peso 

molecolare di 17 e 19 kDa (Nicholson et al., 1995). Nello studio condotto, inoltre, è stata 

apprezzata la frammentazione della poli (ADP-ribosio) polimerasi (PARP), substrato ca-

nonico della caspasi 3 (Lazebnik et al., 1994; Tewari et al., 1995). L’ immunoreattività del 

frammento di PARP del peso molecolare di 89 kDa, derivante dall’attività proteolitica del-

la caspasi 3, così come l’immunoreattività dei frammenti della stessa caspasi, aumentano in 

funzione della concentrazione di BEO utilizzata.  

Il ruolo della caspasi 3 nella citotossicità indotta dal BEO è stato confermato dal pretratta-

mento con l’inibitore non selettivo delle caspasi, z-VAD-fmk, che riduce significativamen-

te la percentuale di cellule apoptotiche, lasciando inalterata la percentuale di cellule necro-
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tiche. Tali evidenze suggeriscono la complessità dei meccanismi citotossici modulati dal 

BEO. 

Le alterazioni della funzionalità e della struttura dei mitocondri possono determinare 

l’attivazione della via apoptotica; tuttavia, è stato documentato che, in caso di danno mito-

condriale eccessivo, il deficit energetico dovuto alla massiccia deplezione di ATP intracel-

lulare non consente l’esecuzione della cascata apoptotica e la morte cellulare assume i tratti 

distintivi della necrosi (Leist et al., 1997). 

Diverse evidenze sperimentali hanno documentato per l’enzima nucleare PARP un pattern 

di clivaggio associato alla morte cellulare per necrosi. In particolare, in uno studio condot-

to nel 2004 da Aikin e collaboratori è stata rilevata la presenza di un frammento di PARP 

del peso molecolare di 50 kDa conseguente al processo di isolamento delle cellule del pan-

creas; studi precedenti hanno documentano la presenza di alcuni frammenti di clivaggio di 

PARP diversi da quelli prodotti dall’attività delle caspasi, in linee cellulari sottoposte a 

stimoli necrotici. È stato, inoltre, dimostrato che l’inibizione delle caspasi non previene la 

formazione dei frammenti associati alla morte cellulare per necrosi il cui peso molecolare è 

compreso tra 35 e 72 kDa, in dipendenza dallo stimolo e dal tipo cellulare (Aikin et al., 

2004; Casiano et al., 1998; Gobeil et al., 2001; Shah et al., 1996). 

Nelle nostre condizioni sperimentali, dopo 30 min di esposizione di colture SH-SY5Y 

all’olio essenziale, è stata riscontrata la presenza di frammenti di clivaggio di PARP il cui 

peso molecolare è compatibile con quello dei frammenti descritti in altre linee cellulari du-

rante la morte per necrosi. Inoltre, nelle stesse condizioni sperimentali, si assiste al pro-

gressivo clivaggio dei frammenti prodotti con la più alta concentrazione di BEO utilizzata 

(0,03%). 
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Il completo pattern di clivaggio della proteina è stato apprezzato utilizzando, per la prepa-

razione dei lisati cellulari, un tampone ricco di Triton X-100. La differenza tra i frammenti 

di clivaggio apprezzati dopo 1 h di esposizione e quelli rilevati dopo 30 minuti di esposi-

zione al BEO è, pertanto, da attribuire ad una diversa efficacia di estrazione; tuttavia, non è 

da escludere che i frammenti associati alla necrosi vengano totalmete degradati dopo 1 h di 

esposizione al fitocomplesso. L’analisi western-blot dei lisati cellulari ottenuti impiegando 

un tampone ricco di detergenti ha evidenziato la presenza di una banda del peso molecolare 

di circa 45 kDa sia nei campioni trattati con BEO che in quelli trattati con il solo veicolo e 

nelle cellule controllo. La ridotta immunoreattività di tale banda nelle cellule trattate con 

BEO 0,03% sembrerebbe escludere che tale frammento non sia correlato al clivaggio di 

PARP.  

La parziale efficacia di z-VAD-fmk nel prevenire la morte cellulare indotta dal trattamento 

con il BEO insieme al complesso pattern di frammentazione di PARP, hanno portato ad 

ipotizzare che l’attivazione di altre proteasi possa contribuire alla citotossicità indotta 

dall’olio. Infatti, secondo quanto riportato in letteratura, proteasi lisosomiali incluse le ca-

tepsine B e G (Gobeil et al., 2001), ma non le caspasi (Casiano et al., 1998), sono respon-

sabili del clivaggio di PARP durante la necrosi. 

Per indagare il coinvolgimento delle catepsine nella tossicità indotta dal BEO è stato utiliz-

zato l’inibitore non selettivo E-64d. Nelle nostre condizioni sperimentali, il pretrattamento 

con l’inibitore non previene la citotossicità indotta dal BEO in colture SH-SY5Y. Al con-

trario, il pretrattamento con E-64d, impiegato alla concentrazione di 50 µM, determina un 

aumento della percentuale di cellule necrotiche e riduzione della percentuale di cellule in 

apoptosi, rispetto alle colture sottoposte a trattamento con il solo BEO. 
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Si può ipotizzare che l’aumento della necrosi sia legato alla deplezione di ATP, i cui livelli 

intracellulari sono un fattore discriminante per l’esecuzione della morte per apoptosi o per 

necrosi (Nicotera et al.,2000). 

La proteina ubiquitaria PARP svolge funzioni strutturali e regolatorie del genoma, fungen-

do da “sensore del danno” in risposta a stimoli che alterano la struttura del DNA. 

L’attivazione di PARP è indispensabile per la sintesi di omopolimeri di poli-ADPribosio a 

partire dal precursore NAD+, quindi per la poli-ADP-ribosilazione, una modificazione 

post-traslazionale cui vanno incotro numerosi enzimi coinvoli nella riparazione del DNA 

(Herceg & Wang 2001). 

Nelle nostre condizioni sperimentali, è possibile che l’inibizione delle catepsine mediata da 

E-64d, in presenza di BEO, se da un lato previene il clivaggio e l’inattivazione di PARP, 

favorendo i meccanismi di riparazione del DNA e inibendo l’apoptosi, dall’altro comporta 

deplezione del cofattore NAD+ con conseguente blocco di alcuni importanti processi meta-

bolici intracellulari, come la glicolisi e la respirazione mitocondriale. Questi eventi aggra-

vano la deplezione intracellulare di ATP le cui riserve vengono sfruttate per la nuova sinte-

si di NAD+ (Ha & Snider 1999). Nelle nostre condizioni sperimentali, dunque, lo shift del-

la morte cellulare da apoptosi a necrosi, in presenza di E-64d (50µM), potrebbe essere una 

conseguenza della deplezione delle riserve energetiche intracellulari. 

L’analisi western blot dei lisati di cellule SH-SY5Y precedentemente esposte al BEO ha 

evidenziato la presenza di un frammento di clivaggio di PARP del peso molecolare di circa 

37 kDa. Secondo quanto riportato in letteratura, dall’attività proteolitica delle calpaine de-

riva un frammento di PARP del peso molecolare di 40 kDa (McGinnis et al., 1999). Per-

tanto, ipotizzando il coinvolgimento delle calpaine nella tossicità indotta dal BEO, è stata 
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valutata la capacità dell’inibitore delle calpaine, MDL 12870, di prevenire la citotossicità 

indotta dal fitocomplesso. Nelle nostre condizioni sperimentali, il pretrattamento con MDL 

12870 non si è rivelato efficace nel prevenire la citotossicità del BEO, al contrario, la più 

alta concentrazione utilizzata nello studio (10 µM), induce un incremento significativo del-

la percentuale di cellule che vanno incontro a morte per apoptosi, rispetto alla percentuale 

di cellule apoptotiche rilevata dopo trattamento con il solo BEO. In letteratura è stato do-

cumentato che la calpaina I previene l’attivazione delle caspasi 3 e 9 (Lankiewicz et al., 

2000, Neumar et al., 2003). È pertanto possibile ipotizzare che nelle colture esposte a con-

centrazioni citotossiche BEO, l’inibizione delle calpaine indotta dal pretrattamento con 

MDL 28170, favorisca l’attività delle caspasi, in particolar modo della caspasi 3, aumen-

tando la morte cellulare per apoptosi. I risultati ottenuti negli esperimenti condotti con 

l’MDL 28170 suggeriscono che le proteasi neutre Ca2+-attivate, calpaine, non sono impli-

cate nella morte cellulare indotta dal BEO. In accordo con questi dati, il pretrattamento con 

EGTA, per chelare il calcio extracellulare e con BAPTA, per chelare lo ione presente 

all’interno dei compartimenti cellulari, si è rivelato inefficace nel prevenire la tossicità in-

dotta dal fitocomplesso, suggerendo un meccanismo di tossicità non dipendente dal calcio. 

Come precedentemente documentato da studi condotti nel nostro laboratorio, l’azione cito-

protettiva del BEO (0,01%) in colture SH-SY5Y è associata all’attivazione della via dei fo-

sfoinositidi, in particolare alla fosforilazione in serina 473 della chinasi Akt, come mecca-

nismo di sopravvivenza allo stimolo eccitotossico indotto da NMDA (Corasaniti et al., 

2007).  
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Nel presente lavoro, è stato valutato in che modo tale via di sopravvivenza viene modulata 

dall’azione del BEO, quando utilizzato a concentrazioni più elevate rispetto a quelle cito-

protettive e per intervalli di tempo maggiore.   

Come rilevato dall’analisi western blot, la riduzione dei livelli della forma fosforilata in se-

rina 473 della chinasi Akt, dopo 1 h di esposizione al BEO (0,02%), è accompagnata dalla 

significativa riduzione dei livelli della forma totale della proteina. Analisi successive hanno 

permesso di concludere che, nelle nostre condizioni sperimentali, la riduzione dei livelli di 

Akt è ascrivibile all’aumentata attività proteolitica, conseguente all’esposizione al BEO.  

Infatti, la riduzione dell’immunoreattività per la forma totale di Akt indotta dal BEO 

(0,03%), rispetto alle colture trattate con il veicolo corrispondente (etanolo 0,027%), è as-

sociata all’aumento dell’espressione di un frammento di clivaggio della chinasi, del peso 

molecolare di circa 44 kDa.  

In letteratura è stata descritta la frammenzione di Akt dipendente dall’attività delle caspasi 

in corso di apoptosi mediata dal ligando di Fas (Widmann et al., 1998), dopo trattamento 

con cisplatino di alcune linee cellulari (Asselin et al., 2001) e nella deprivazione di citochi-

ne (Xu et al., 2002). In questi studi è stato rilevato un frammento di Akt del peso molecola-

re compreso tra 40 e 50 kDa derivante dall’attività proteolitica della caspasi 3 (Rokudai et 

al., 2000). Si può ipotizzare, pertanto, che nelle nostre condizioni sperimentali la chinasi 

Akt possa essere clivata in maniera specifica dalla caspasi 3. Queste osservazioni suggeri-

scono che l’effetto citotossico del BEO in colture di neuroblastoma umano sia legato 

all’inattivazione delle vie di sopravvivenza, processo che favorisce la progressione della 

morte cellulare. 
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L’indagine del profilo tossicologico del BEO è stata estesa e colture di leucemia mieloide 

cronica, K-562, una linea cellulare tumorale che cresce in sospensione, a differenza delle 

colture di neuroblastoma umano SH-SY5Y.  

L’impiego di tecniche citofluorimetriche ha permesso di stabilire che l’esposizione al BEO 

determina una rapida caduta del potenziale di membrana mitocondriale (∆Ψm) che precede 

le alterazioni della morfologia cellulare e l’aumento della percentuale di cellule con fenoti-

po apoptotico e necrotico osservati dopo 1 h di esposizione delle cellule K-562 al fitocom-

plesso. Tali effetti sono dipendenti dalla concentrazione utilizzata e dal tempo di esposi-

zione.  

In letteratura sono riportati dati riguardanti l’effetto pro-apoptotico indotto dal limonene in 

colture K-562. In particolare, è stato dimostrato che il limonene 0,1-0,8 mM induce una ri-

duzione concentrazione-dipendente della vitalità cellulare dopo 48 h. Inoltre, l’esposizione 

delle colture al limonene 0,4 mM per 12-24-36-48-60 e 72 h causa un incremento della 

mortalità cellulare proporzionale al tempo di esposizione; tale incremento risulta statisti-

camente significativo già dopo 24 h (Ji et al., 2006). 

Le percentuali di BEO che risultano citotossiche nelle nostre condizioni sperimentali (0,02-

0,03%) contengono concentrazioni di d-limonene pari a 0,56 mM e 0,84 mM, rispettiva-

mente. Tali valori rientrano nell’intervallo di concentrazioni associate a morte cellulare per 

apoptosi nelle colture di leucemia mieloide cronica K-562. 

Tuttavia, il tipo di morte cellulare indotta dal BEO nelle colture K-562 non presenta esclu-

sivamente i tratti dell’apoptosi e la tossicità osservata risulta statisticamente significativa 

già dopo 1 h di esposizione al fitocomplesso. Tali differenze portano ad ipotizzare un effet-

to sinergico di alcuni costituenti del BEO.  
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Uno studio più recente, infatti, ha documentato l’attività antitumorale del linalolo in colture 

cellulari di leucemia, tra cui le K-562. I dati ottenuti dimostrano che la concentrazione di 

linalolo necessaria per ridurre la proliferazione cellulare del 50% nelle cellule esprimenti 

p53 wild-type è compresa tra 50 e 130 µM. Nello stesso studio è stato documentato che li-

nee cellulari esprimenti la forma mutata della proteina p53, tra cui le colture K-562 (Dur-

land-Busbice & Reisman, 2002), o risultano insensibili all’effetto o richiedono concentra-

zioni e tempi di esposizione maggiori (Gu et al., 2010). Nelle nostre condizioni sperimen-

tali, il BEO induce effetti citotossici già dopo 1 h di esposizione ed a concentrazioni nelle 

quali il linalolo corrisponde a circa 50 µM. Complessivamente, i risultati ottenuti nel pre-

sente studio ed i dati precedentemente riportati in letteratura rafforzano la tesi dell’effetto 

sinergico tra i costituenti del BEO, sia in colture di leucemia mieloide cronica K-562 che in 

colture di neuroblastoma umano SH-SY5Y, il cui profilo tossicologico è sovrapponibile. 

Tuttavia, è probabile che il tipo di sinergismo differisca tra le varie linee cellulari e che i 

bersagli molecolari modulati dai vari costituenti siano diversi. Inoltre, dai dati ottenuti, è 

possibile ipotizzare che i meccanismi di adesione cellulare non siano determinanti per la 

sensibilità all’effetto citotossico del fitocomplesso.  

Gli effetti del BEO sono stati valutati anche in colture di fibroblasti di cute umana, Hs 

605.Sk. La scelta è stata dettata dall’esigenza di verificare la sensibilità di cellule con un 

fenotipo normale all’olio essenziale di bergamotto; inoltre, considerando il diffuso impiego 

di prodotti a base di BEO, è opportuno indagarne il potenziale citotossico per un impiego 

più sicuro. 

I dati ottenuti dimostrano che le colture di fibroblasti umani, Hs 605.Sk, manifestano una 

sensibilità inferiore all’azione citotossica del BEO, rispetto alle colture tumorali utilizzate 
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nello studio. La riduzione della vitalità cellulare è stata, infatti, osservata dopo 24 h di e-

sposizione al BEO 0,03%. La morte cellulare indotta presenta principalmente le caratteri-

stiche della necrosi ed è accompagnata da alterazioni della morfologia come documentato 

dalle redistribuzione della popolazione principale in regioni caratterizzate da più bassi va-

lori di FSC, indice di ridotte dimensioni cellulari.  

Nel lavoro condotto da Baik e collaboratori sono state studiate le proprietà antibatteriche 

degli oli essenziali estratti da quattordici tipi di piante del genere Citrus; inoltre, sono stati 

documentati gli effetti degli stessi estratti in colture di fibroblasti umani per valutarne il po-

tenziale impiego in campo dermatologico. In questi studi è emerso che gli oli essenziali de-

rivanti da 8 delle piante del genere Citrus (C. tangerina; C. unshiu;C. grandis; C auran-

tium; C. eryhtrosa; C. pseudogulgul;C. paradisi; C. sinensis) manifestano una modesta ci-

totossicità, riducendo la vitalità cellulare del 20% circa, dopo 24h di esposizione a 10 µl/ml 

di olio (Baik et al., 2008).  

Nelle nostre condizioni sperimentali le colture di fibroblasi manifestano una sensibilità più 

elevata al BEO dopo 24 h di esposizione, pur avendo utilizzato una diluizione maggiore di 

olio essenziale (0,4 µl/ml). È importante considerare, tuttavia, che gli oli essenziali impie-

gati nel lavoro citato differiscono profondamente in quanto a composizione rispetto al BE-

O. Ad eccezione del limonene e del mircene, composti come il linalolo, l’acetato di linalile 

ed il bergaptene risultano poco espressi. Pertanto, è possibile ipotizzare che la maggiore 

tossicità del BEO rispetto ad altri oli estratti da piante del genere Citrus, in colture di fi-

broblasti umani, sia imputabile alla presenza contemporanea di monoterpeni idrocarburi e 

di derivati ossigenati, quali il linalolo e l’acetato di linalile . 
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In uno studio del 2004, condotto per l’identificazione del profilo tossicologico dell’olio es-

senziale di lavanda (Lavandula Augustifolia), è stata dimostrata la sensibilità di colture di 

fibroblasti umani all’acetato di linalile e al linalolo che sono i costituenti principali 

dell’olio. Lo studio ha documentato che il fitocomplesso (0,25%), l’acetato di linalile 

(0,03% circa) e il linalolo (0,08% circa), riducono la vitalità cellulare già dopo 1 h di espo-

sizione (Prashar et al., 2004). Le percentuali di acetato di linalile (0,009%) e linalolo 

(0,003%), presenti nella concentrazione citotossica di BEO (0,03%), risultano inattive sui 

fibroblasti nello studio di Prashar e collaboratori; tuttavia, nelle nostre condizioni speri-

mentali, la tossicità del BEO è stata osservata dopo un tempo di esposizione maggiore (24 

h), pertanto, non è da escludere che la tossicità del BEO sia ascrivibile a questi monoterpe-

ni. 

Dallo studio di Prashar e collaboratori (2004), scaturiscono considerazioni sulla necessità 

di approfondire le conoscenze del profilo farmacologico e tossicologico dei prodotti di ori-

gine naturale che spesso vengono utilizzati senza documentate indicazioni di sicurezza; in-

fatti, benché l’olio essenziale di lavanda venga incluso nella categoria dei prodotti “sicuri” 

(Tisserand & Balacs 2000), tanto da essere applicato non diluito sulla pelle, nessuno studio 

precedente a quello del 2004 era stato condotto per caratterizzarne il profilo tossicologico.  

I dati ottenuti nel nostro modello sperimentale, sebbene rivelino una sensibilità inferiore 

delle colture cellulari aventi un fenotipo normale all’azione citotossica del BEO, suggeri-

scono l’utilizzo dell’olio essenziale di bergamotto ad elevate diluizioni, specialmente se 

applicato direttamente sulla cute e per periodi prolungati di tempo.  

I dati ottenuti dimostrano, inoltre, che il BEO non attiva i meccanismi di sopravvivenza 

cellulare, che favoriscono la crescita e la proliferazione, se non in risposta ad uno stimolo 
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citotossico (Corasaniti et al., 2007, Amantea at al., 2009). Al contrario, dopo l’esposizione 

al fitocomplesso (0,02-0,03%) è stata osservata una importante riduzione della vitalità cel-

lulare accompagnata dall’inattivazione di alcuni dei principali fattori pro survival, come 

dimostrato dalla ridotta fosforilazione di Akt e dalla degradazione proteolitica di Akt e 

PARP.  

In letteratura sono state documentate proprietà antiproliferative o citotossiche, in vitro, di 

alcuni dei principali costituenti del BEO. Le evidenze documentate possono dare indica-

zioni indirette sul/i costituente/i del fitocomplesso responsabile/i degli effetti osservati.  

Relativamente al limonene, è stato dimostrato che esso esercita un’attività antiproliferativa 

in colture di tumore pancreatico (PANC-1) e prostatico (DU-145) con un IC50 di 5 e 2,5 

mM, rispettivamente (Karlson et al., 1996; Rabi et al., 2009). Tali concentrazioni sono su-

periori rispetto alla concentrazione di d-limonene presente nel BEO 0,02% (circa 0,56 

mM). In uno sudio condotto da Itani e collaboratori è stata documentata la citotossicità 

dell’acetato di linalile che determina una significativa riduzione della vitalità in una linea 

cellulare di cancro al colon-retto, HCT-116, alla concentrazione di 1 mM (Itani et al., 

2008). Anche questo costituente, tuttavia, si è rivelato efficace a concentrazioni superiori a 

quella presente nel BEO 0,02% (circa 250 µM). 

Altri costituenti del BEO hanno dimostrato un potenziale citotossico in vitro. E’ stata, in-

fatti, documentata la citotossicità del linalolo, impiegato a concentrazioni comprese tra 0,4 

e 100 µM, in diverse linee cellulari tumorali (Usta et al., 2009). La concentrazione di lina-

lolo presente nel BEO (0,02% ) è pari a 50 µM e rientra nell’intervallo di concentrazioni 

per cui è stata documentata tossicità; tuttavia, come precedentemente discusso, le colture di 

leucemia K-562, sensibili all’effetto citotossico del BEO, richiedono concentrazioni di li-
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nalolo maggiori di 50 µM per andare incontro a morte cellulare (Gu et al., 2010). Pertanto 

è possibile ipotizzare che la tossicità del BEO non sia imputabile all’azione di un singolo 

costituente.  

Il bergaptene, sostanza presente nella frazione non volatile del BEO, è responsabile della 

fototossicità dell’olio essenziale (Zaynoun et al., 1977). E’ stato recentemente dimostrato 

che tale sostanza, impiegata alla concentrazione di 6 µM, riduce solo del 20% la vitalità 

cellulare in colture di carcinoma mammario MCF-7. L’effetto diventa significativo solo 

con la contemporanea esposizione ai raggi UVA (Panno et al., 2010). Considerando queste 

osservazioni e la concentrazione relativamente bassa di bergaptene presente nel BEO 

0,02% (1,2 µM) è possibile ipotizzare che tale sostanza non sia responsabile dell’effetto ci-

totossico dell’olio nelle colture cellulari analizzate nel presente studio. 

Nonostante le evidenze sperimentali riportate, ulteriori indagini sono necessarie al fine di 

identificare i costituenti responsabili degli effetti del BEO e caratterizzare possibili loro in-

terazioni farmacologiche. 

Un aspetto interessante del profilo tossicologico del BEO riguarda il tipo di morte cellulare 

indotta che presenta i tratti dell’apoptosi e della necrosi ad indicare che molteplici mecca-

nismi intracellulari vengono attivati.  

Sia le cellule apoptotiche che quelle necrotiche possono rilasciare mediatori 

dell’infiammazione che incrementano la risposta citotossica (Tesniere et al., 2008). 

In ambito oncologico esiste una controversa correlazione tra infiammazione e cancro. Se 

da un lato il processo infiammatorio favorisce la citotossicità dei chemioterapici e il rias-

sorbimento della massa tumorale, dall’altro può contribuire al rischio di metastasi (Lotze & 

Tracey, 2005). 
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Esistono evidenze sperimentali derivanti da studi condotti in vitro che documentano le 

proprietà antiossidanti del BEO e di alcuni dei suoi costituenti come il limonene. 

L’inibizione della lipossigenasi (Wei & Shibamoto, 2010), della produzione di citochine 

proinfiammtorie come il TNF-α, IL-1β e IL-6, dell’espressione della iNOS (nitrossido-

sintasi inducibile) e della COX-2 (ciclossigenasi-2) quindi della produzione di NO e PEG2 

(Hotta et al., 2010, Yoon et al., 2010) da parte del BEO o del limonene sono fenomeni de-

scritti in letteratura. 

Inoltre, evidenze delle proprietà anti-infiammatorie del linalolo e del linalil acetato sono 

state riportate in studi condotti in vivo (si veda Sakurada et al., 2009). Nelle nostre condi-

zioni sperimentali non è stato rilevato alcun aumento della produzione di specie reattive 

dell’ossigeno e l’antiossidante N-acetil cisteina non previene la citotossicità indotta dal 

BEO in colture SH-SY5Y. 

Considerando le diverse vie di morte attivate dal BEO, e la ridotta sensibilità di cellule a-

venti un fenotipo normale all’azione del fitocomplesso, la comprensione dei meccanismi 

attraverso i quali i diversi costituenti del BEO interagiscono per ridurre la proliferazione 

cellulare potrebbe essere utilmente sfruttata in chemioterapia antitumorale nell’ambito di 

un approccio farmacologico combinato (Hopkins, 2008) mirato ad interferire con diversi 

bersagli molecolari. 
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6. Parte speciale: 

 

Attività di ricerca svolta durante lo stage formativo all’estero.  

Nella parte finale del corso di dottorato di ricerca, è stato svolto uno stage formativo presso 

il German Center for Neurodegenerative Diseases (DZNE) di Bonn.  

L’attività di ricerca svolta durante tale periodo ha riguardato lo studio di alcuni modelli 

sperimentali in vitro e in vivo, che consentono l’analisi dei meccanismi patologici associati 

al morbo di Parkinson e permettono di riprodurne la sintomatologia nell’animale. 

Il morbo di Parkinson (MP) è il secondo disordine neurodegenerativo a decorso progressi-

vo dopo l’Alzheimer, caratterizzato dalla perdita selettiva dei neuroni dopaminergici nella 

substantia nigra pars compacta (SNpc) che proiettano allo striato. L’insorgenza della pato-

logia è rara sotto i 50 anni e nel 95% dei casi, definiti sporadici, non sono presenti altera-

zioni geniche riscontrate, invece, nelle forme ereditarie della patologia. 

Dal punto di vista clinico il Parkinson, come ogni altro tipo di condizione patologia che 

compromette il sistema nigrostriatale e determina deplezione dei livelli di dopamina (DA) 

nello striato, è caratterizzato da bradicinesia, tremore, rigidità posturale e freezing, cioè 

impossibilità di iniziare un movimento volontario. Tra le caratteristiche neurochimiche e 

neuropatologiche oltre alla perdita dei neuroni dopaminergici nigro-striatali e la depigmen-

tazione della SNpc, particolarmente ricca di neuromelanina,  si annovera la presenza di in-

clusioni citoplasmatiche di aggregati proteici denominate “corpi di Lewy”.  

Le ipotesi sull’eziologia del MP derivano dall’impiego di modelli sperimentali che ripro-

ducono alcune delle caratteristiche della patologia. 
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Dalle osservazioni dei tessuti umani post-mortem e dall’utilizzo di alcuni approcci speri-

mentali sono state proposte due cause scatenanti della patologia di Parkinson: le disfunzio-

ni mitocondriali con conseguente stress ossidativo e l’anomala aggregazione proteica.  

Tra i modelli sperimentali che consentono di riprodurre la caratteristiche neuropatologiche 

della malattia troviamo approcci basati sull’utilizzo di sostanze neurotossiche tra cui il ro-

tenone, il paraquat, l’MPTP e la 6-idrossidopamina, il cui potenziale patogeno è ascrivibile 

alla capacità di indurre stress ossidativo aumentando i livelli intracellulari di specie reattive 

dell’ossigeno (ROS).  

Il modello sperimentale basato sull’utilizzo del rotenone è dovuto all’azione selettiva di 

questa sostanza lipofilica (Talpade et al., 2000) a livello mitocondriale, dove inibisce il 

complesso I della catena respiratoria. L’utilizzo di questo modello si deve agli studi epi-

demiologici che correlano positivamente il rischio d’insorgenza del Parkinson 

all’esposizione ai pesticidi. Nel ratto la somministrazione di basse dosi di rotenone deter-

mina la selettiva degenerazione dei neuroni dopaminergici del tratto nigro-striatale associa-

ta all’aumento della deposizione di aggregati proteici simili ai corpi di Lewy. 

Tuttavia, non è stato chiaramente stabilito se la somministrazione di L-DOPA migliora i 

disturbi motori osservati nell’animale (Betarbet et al., 2000); inoltre, l’intossicazione acuta 

con rotenone sembra risparmiare i neuroni dopaminergici (Ferrante et al., 1997), mentre la 

somministrazione cronica produce una perdita neuronale diffusa, non circoscritta ai neuro-

ni dopaminergici della SN (Hoglinger et al., 2003). 

Tra tutti i modelli, quello che dà maggiori informazioni sulle alterazioni funzionali deri-

vanti dalla compromissione del circuito dei gangli della base dopo deplezione di DA a li-

vello striatale è il parkinsonismo indotto da 1-metil-4-fenil-1,2,36-tetraidropiridina 
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(MPTP) nei primati, che rimane il modello più utilizzato negli studi preclinici per testare 

nuove strategie terapeutiche (si veda Dauer et al., 2003). 

Negli anni ’80 si diffuse una sindrome simile al Parkinson tra i giovani consumatori di 

droghe, indotta dall’utilizzo dell’MPTP, un analogo del narcotico meperidina. La sintoma-

tologia riscontrata in questi soggetti e nei primati iniettati con la sostanza è sovrapponibile 

a quella riscontrata nei pazienti affetti da MP. I soggetti rispondono al trattamento con L-

DOPA e sviluppano le stesse complicazioni motorie a lungo termine. Una buona correla-

zione tra parkinsonismo indotto da MPTP e morbo di Parkinson scaturisce anche 

dall’osservazione delle caratteristiche neuropatologiche, infatti, l’MPTP induce una seletti-

va perdita dei neuroni dopaminergici nella SNpc invece che nella contigua area ventrale 

tegmentale (VTA). A dispetto di queste similitudini, tuttavia, il parkinsonismo indotto da 

MPTP non è accompagnato dalla deposizione di aggregati proteici nel citoplasma simili ai 

corpi di Lewy, come osservato dall’analisi post-mortem del cervello di soggetti deceduti in 

seguito ad intossicazione dalla neurotossina (Forno et al., 1993). 

Il primo tra i modelli animali di Parkinson ad essere introdotto fu quello indotto dalla 

somministrazione di 6-idrossidopamina (6-OHDA) (Ungerstedt, 1968). Si tratta di una so-

stanza polare che non attraversa la barriera emeto-encefalica e necessita di essere sommini-

strata direttamente nel SNC dove, ad opera dei trasportatori della dopamina e noradrener-

gici, viene introdotta nei neuroni provocandone una perdita selettiva (Luthman et al., 

1989). Il meccanismo dell’azione citotossica di tale sostanza è ascrivibile alla produzione 

di specie reattive dell’ossigeno. Mentre l’applicazione a livello della substantia nigra indu-

ce una rapida degenerazione dei neuroni dopaminergici, che non presentano un fenotipo 

apoptotico (Jeon et al., 1995), l’iniezione a livello striatale produce una degenerazione dei 
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neuroni della SN più progressiva e retrograda che si osserva dopo settimane (2-3) 

dall’insulto (Sauer & Oertel, 1994). In nessun caso, comunque è possibile apprezzare la 

formazione di aggregati proteici intracitoplasmatici simili ai corpi di Lewy. 

Uno dei vantaggi dell’iniezione intrastriatale di 6-OHDA consiste nella possibilità di pro-

durre alterazioni morfologiche e funzionali asimmetriche, potendo utilizzare il lato contro-

laterale all’iniezione come controllo interno. La severità del danno prodotto dall’iniezione 

unilaterale di questa sostanza può essere apprezzato attraverso specifici test comportamen-

tali che permettono di valutare e quantificare le funzioni motorie dell’animale. In particola-

re, con il cylinder test è possibile valutare il deficit motorio quantificando il numero di toc-

chi che l’animale effettua sulla parete di un cilindro con la zampa ipsilaterale e controlate-

rale all’emisfero di iniezione della neurotossina (si vada Ulusoy et al., 2009). Il rotator test 

permette, invece, di valutare nell’animale lo sviluppo della tendenza alla rotazione, indotta 

dal danno unilaterale mediato da 6-OHDA, dopo la somministrazione di agonisti dopami-

nergici come l’apomorfina (Ungerstedt, 1968).   

Oltre ai test comportamentali l’esame istologico di alcune aree del SNC è indispensabile 

per quantificare la severità del danno e la validità del modello.  

Nel corso dello stage formativo presso il DZNE, sono stati acquisiti i principi della conta 

stereologica applicati alla valutazione del danno indotto, nel ratto, dalla somministrazione 

unilaterale di 6-OHDA a livello striatale (7 µg) o a livello delle fibre dopaminergiche a-

scendenti (MFB, 4µg) . 

La stereologia è una tecnica che consente di valutare in maniera rigorosa parametri come il 

numero, la dimensione o la distribuzione degli oggetti, in particolare, è possibile effettuare, 
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con elevata precisione ed accuratezza, misurazioni assolute del numero di cellule/processi 

presenti in un’intera struttura anatomica o in popolazioni cellulari fissate.  

Questo metodo consente anche un’analisi quantitativa delle diverse strutture cellulari (i.e. 

conta dei processi assonali, dendritici, dei nuclei, dei corpi cellulari) e di valutare le altera-

zioni morfologiche cui le cellule sono soggette in tessuti patologici (West, 2002). 

In particolare, nelle nostre condizioni sperimentali, ci si è serviti del Frazionatore Ottico 

per la stima dei neuroni dopaminergici presenti nella substantia nigra di ratto, nella regio-

ne ipsilaterale (destra) o controlaterale al sito di iniezione della neurotossina. 

Fettine coronali (40 µm) del cervello di ratti trattati con 6-OHDA, sono state realizzate al 

vibratomo, eseguendo un campionamento sistematico e random delle fettine da analizzare, 

criteri indispensabili per l’applicazione del Fazionatore Ottico. Ciò che rende sistematica la 

raccolta dei campioni è l’ordine rigoroso delle fettine, in base alla frazione di campiona-

mento, mentre viene definita random per via della casualità del punto iniziale. Nelle nostre 

condizioni, in particolare, ciascun campione ottenuto conteneva un numero di fettine pari 

ad 1/6 (frazione di campionatura) dell’intera area.  

I campioni ottenuti sono stati, quindi, sottoposti ad analisi immunoenzimatica per marcare i 

neuroni dopaminergici della SN e dall’area ventrale tegmentale (VTA). In particolare, è 

stato utilizzato un anticorpo primario policlonale di coniglio diretto contro la tirosina idros-

silasi (anti TH, 1:2000, Millipore) e, successivamente, un anticorpo secondario biotinilato 

di capra (1:200, Millipore) il cui segnale è stato amplificato con l’utilizzo di un sistema a-

vidina-biotina coniugato a perossidasi di rafano (ABC Kit, Vector Laboratories' Vectastain 

Universal Elite). 
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Fig. 6.1) Sezioni coronali di cervello di ratto sottoposte a reazione immunoenzimatica per lo staining dei 

neuroni dopaminergici della SN e VTA con l’anticorpo diretto contro l’enzima tirosina idrossilasi. A) Sham 

B) Iniezione intrastriatale, unilaterale (Dx,)di 6-OHDA (7µg/ 3 siti di iniezione) C)Iniezione unilaterale (Dx) 

di 6-OHDA a livello delle fibre dopaminergiche ascendenti (4µg). 
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Il segnale dell’anticorpo è stato rilevato mediante ossidazione della diaminobenzidina te-

tracloruro (DAB), mediata dalla perossidasi di rafano (HRP). Dopo colorazione le fettine 

sono state montate su vetrino, quindi ricoperte con un vetrino coprioggetto utilizzando un 

mezzo montante non acquoso.  

L’analisi è stata eseguita al microscopio ottico (Nikon) dotato del software per la conta ste-

reologica (Stereo Investigator, MBF Bioscience). Dopo aver delineato l’area d’interesse 

(SN) su ciascuna fettina è importante stabilire i parametri che verranno mantenuti costanti 

per tutta l’analisi e che permettono la stima del numero totale di cellule nella regione ana-

tomica d’interesse. Tali parametri comprendono lo spessore della regione di interesse 

all’interno del quale le cellule verranno contate (Optical Dissector) per l’analisi tridimen-

sionale del tessuto; le dimensioni del reticolo di conta che ricopre l’intera area d’interesse, 

le cui maglie avranno dimensioni omogenee in direzione x/y; le dimensioni della probe di 

conta, ossia dell’area all’interno della quale, seguendo opportune regole, le cellule verran-

no contate. Anche la fase di conta risulta sistematica, per via dei parametri stabiliti e ran-

dom grazie alla rotazione casuale del reticolo di conta su ciascuna fettina.  

La stima del numero totale di cellule nell’area esaminata, secondo i principi del Fraziona-

tore Ottico, sarà data dalla seguente formula matematica: 

popolazione cellulare totale = numero di cellule contate x 1/ssf x 1/asf x 1/hsf  

dove ssf (section sampling fraction) corrisponde alla frazione di campionatura, asf (area 

sampling fraction ) corrisponde al rapporto tra l’area della probe di conta rispetto all’area 

della griglia di conta; e hsf (height sampling fraction) corrisponde al rapporto tra lo spesso-

re del tessuto effettivamente sottoposto all’analisi (Optical Dissector) e lo spessore medio 

delle fettine processate (Glaser et al., 2007). 
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Tre mutazioni missense (A53T; A30P e E46K) a carico della proteina α-sinucleina sono 

state documentate nei casi ereditari di Parkinson (Polymeropoulos et al., 1997 Kruger et 

al., 1998). Nel SNC la proteina è ampiamente espressa e localizzata prevalentemente a li-

vello delle vescicole presinaptiche dove contribuisce alla modulazione delle funzioni si-

naptiche. È stato dimostrato in vitro che tale proteina manifesta una forte tendenza 

all’aggregazione (Uversky, 2003), infatti, sebbene nessuna mutazione sia stata rilevata nei 

casi sporadici di MP l’α-sinucleina è il principale costituente dei corpi di Lewy (Spillantini 

et al 1998), specialmente la forma fosforilata in serina 129 (Fujiwara et al., 2002). Inoltre, 

il potenziale neurotossico della proteina è stato documentato in numerosi modelli speri-

mentali (Kirik et al., 2003).  

Durante lo stage formativo all’estero sono stati studiati gli effetti del farmaco ipoglicemiz-

zante Metformina sul grado di fosforilazione della proteina α-sinucleina in modelli speri-

mentali in vitro.  

In un lavoro recente è stata dimostrata la capacità della Metformina di ridurre la fosforila-

zione della proteina tau che si trova normalmente associata al citoscheletro ed è indispen-

sabile per l’assemblaggio e la stabilizzazione dei microtubuli (Kickstein et al., 2010). La 

forma iperfosforilata della proteina è il principale componente degli aggregati proteici neu-

rofibrillari caratteristici della patologia di Alzheimer e delle taupatie (Gong et al., 2005). 

Nelle nostre condizioni sperimentali, colture cellulari con un fenotipo dopaminergico come 

le cellule di neuroblastoma umano SH-SY5Y e le colture di feocromocitoma di ratto PC12 

sono state indotte ad esprimere la proteina α-sinucleina umana wild-type, attraverso tecni-

che di trasfezione transiente. La tecnica utilizzata sfrutta la possibilità di inserire il plasmi-

de all’interno della cellula attraverso la formazione di liposomi, piccole vescicole lipidiche 
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che inglobano il DNA e sono indotte ad entrare con esso nella cellula simulando i processi 

di endocitosi cellulare. Nello specifico il reagente di trasfezione utilizzato è la lipofectami-

na 2000 (Invitrogen), contenente subunità lipidiche in grado di formare liposomi in mezzo 

acquoso. In alternativa sono stati applicati metodi chimici di trasfezione come quello che 

utilizza il fosfato di calcio. La procedura prevede il mescolamento di una soluzione tampo-

ne contenente ioni fosfato insieme a una soluzione di cloruro di calcio (CaCl2) e il DNA da 

trasfettare. Il mescolamento delle due soluzioni produce un precipitato di calcio fosfato, 

che andrà a legare la molecola di DNA. Il precipitato viene prelevato, risospeso e aggiunto 

al terreno di coltura. Con un processo ancora non ben noto le cellule legano il precipitato e 

permettono l'ingresso del DNA. 

Il grado di espressione della proteina e le modificazioni post-traslazionali sono state valuta-

te attraverso analisi western-blot. In particolare sono stati utilizzati un anticorpo monoclo-

nale di topo in grado di riconoscere la forma totale della proteina (1:1000, BD Transduc-

tion Laboratories) e un anticorpo monoclonale di topo diretto contro la forma fosforilata in 

serina 129 della sinucleina (1:1000, Wako). Come anticorpi secondari sono stati utilizzati 

immunoglobuline di capra coniugate con HRP (1:10000) o con fosfatasi alcalina (PA; 

1:5000) e dirette contro immunoglobuline di topo.  

Le tecniche apprese e le attività svolte durante lo stage formativo, hanno permesso di ap-

profondire lo studio della morte cellulare e dei suoi meccanismi. 
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