
DELLA VITA E DELL’AMBIENTE 



Il successo è l’abilità 

all’ 

’entusiasmo



1.2 BENEFICI DELL’ATTIVITÀ FISICA

1.4 L’ESERCIZIO FISICO E LO STRESS OS

3.4 LA TECNICA DELL’ELECTRICAL PULSE STIMULATION (EPS)

3.6 ANALISI DELLA VITALITA’ CELLULARE



 

<

=

L’importanza dell’esercizio fisico 

’

un’ora di camminata settimanale, potrebbe migliorare significativamente la 

L’esercizio 

all’aperto



’attività fisica 

DELL’ATTIVITÀ FISIC

l’

Al contrario, l’

come l’esercizio 

l’aspettativa e la qualità della vita

buiti all’attività 

• 

• 

• 

• 

• dell’

• 



’esercizio fisico 

’attenuazione 

da parte delle cellule β delle isole pancreatiche

β 

l’insorgenza di l’insulino resistenza

α) o interleuchina



. Descrizione dei meccanismi alla base dell’insorgenza del diabete di tipo 2

durante l’esercizio 

dell’assorbimento

in una riduzione dell’insulino resistenza e quindi del rischio di 

’

riduce l’infiammazione



Da alcuni anni, molti autori definiscono l’apparato muscolo scheletrico come 

< =, ossia

dell’esercizio 

dell’omeostasi energetica, come 

negli effetti benefici dell’esercizio fisico è l’irisina

L’attività l’inclusione sociale, svolge

e trattamento del disagio sociale nelle diverse fasce d’età, soprattutto 

dell’equilibrio redox e/o danno molecolare



l’

le specie reattive dell’ossigeno 

e dell’azoto (RNS)

all’interno 

l’ossidazione della deossiguanosina in 8



l’acido ascorbico, il tocoferolo e l’ubichinolo. 

dell’ossigeno è il mitocondrio, un organello intracellulare dove hanno sede 

riduttive che coinvolgono l’ossigeno 

generare l’energia necessaria per il funzionamento di tutti i processi cell

’interno della quale è contenuto il 

In corrispondenza delle creste è invece presente l’apparato della catena di 

generazione dell’ATP essenziale per tutti i

L’apparato è costituito da cinque complessi: 

1. Complesso I (NADH deidrogenasi), catalizza l’ossidazione nel

l’ossidazione degli acidi grassi e trasferisce gli

all’ubichinone



–

degli elettroni all’ossigeno molecolare con

elettroni a partecipare alle reazioni collaterali che coinvolgono l’ossigeno

dell’ossigeno 

trasferisca direttamente all’ossigeno oppure che a seguito di un eccesso 

successivamente all’ossigeno. 

Altro sito di formazione delle specie reattive dell’ossigeno è il complesso 

direttamente all’ossigeno tramite la seguente reazione:

• → O •¯



• • → H

•

→ OH• 

enzimi del ciclo degli acidi tricarbossilici come l’aconitasi (ACO) e l’α

riduce il perossido ad acqua e ossigeno tramite l’ossidazi



L’ESERCIZIO FISICO E LO STRESS 

all’accumulo

 

 iglioramento nell’uptake di glucosio:



 



 

1α, mtTFA 

1α e/o 

 

H2O2 e NO• possono aumentare la 



 L’attivazione dell’angiogenesi

di crescita dell’endotelio vascolare (VEGF

dimostrato che l’esercizio aumenti 



Nonostante gli effetti benefici che l’esercizio fisico 

sull’organismo a vari livelli

e, più in generale, all’organismo

di un fenomeno biologico definito <ormesi=

produrre una perturbazione nell’organismo

, in quanto l’organismo non riesce

un aumento delle produzioni di ROS dovuta all’esercizio fisico porta ad un 

dall’esercizio fisico nel muscolo scheletrico



come NFκB e Nrf2, 

l’attivazione di queste vie redox

dell’adattamento



dell’Enzyme Institute [ ] all’interno dei mitocondri cardiaci dei 

All’interno dei sistemi biologici il 



di ATP, dall’attivazione della caspasi 9 o dalla frammentazione del DNA. 

Q inoltre è l’unica molecola antiossidante sintetizzata endogenamente 

capace di proteggere lipidi proteine e DNA dall’ossidazione. 

Proteggendo le LDL dall’ossidazione e i lipidi presenti nelle lesioni 

Q sembra possedere un’attività antinfiammatoria influenzando 

l’espressione di geni dipendenti da NFKB1 regolando l’attivazione, la 

Come sappiamo l’esercizio fisico intenso è associato a effetti dannosi dovuti 

, l’ubichinolo



 

(

 





L’esercizio fisico moderato 

Matematiche (DIISM) dell’Università Politecnica delle Marche,

all’accumulo di specie reattive ossidativo da quest’ultime 

all’attivazione dell’

ll’e



dell’espressione



Glucose (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) integrato con il 10% di fetal 

bovine serum (FBS) inattivato (30’ a 56°C in bagnetto

inattivato (30’ a 56°C in bagnetto termostatato), 1% di glutammina e 1% 



all’interno di una 

fino al raggiungimento dell’

lavaggio in PBS, seguito dall’aggiunta di tripsina

Ai fini dell’esecuzione del protocollo di stimolazione e delle successive 

corrispondenza del quale è stata effettuata l’induzione del processo di 

LA TECNICA DELL’ELECTRICAL PULSE STIMULATION

L’EPS

è il risultato di un’eccitazione 



sostituendosi agli impulsi organici, determinando dei potenziali d’azione a 

livello delle cellule eccitabili (nervose o muscolari), grazie all’utilizzo di una 

 



la creazione dell’onda necessaria per la 

Consente inoltre di creare un’interfaccia utente di facile utilizzo e accesso

 

 



 permette di visualizzare a schermo l’onda di 

 

all’



 

dell’esposizione e controllo ambientale per la temperatura, l’umidità e la 

, permettendo l’imaging

l’ambiente di un incubatore



La figura 22 mostra l’insieme di tutte le componenti 

effettuare l’ele

. L’insieme di tutte le componenti EPS

LITA’ 



Per l’analisi della 



dell’incubazione

la concentrazione dell’enzima nel mezzo 

l’enzima



L’analisi della perossidazione lipidica 

saggio delle sostanze reattive all’acido tiobarbiturico (TBARS)

principalmente la malondialdeide (MDA), con l’acido tiobarbiturico (TBA), 

: l’acido tricloroacetico al 20% 

deionizzata); e il trimetossipropano (TMP) 100 μM per preparare la retta 



l’ausilio di

raccolti 180 μl di surnatante ( μl 

l’acqua e il TMP, s 200 μl di mix 

(TBA+BHT) e 60 μl di TCA

di colore della soluzione all’interno delle eppendorf, che 

termine dell’incubazione vi è

500 μl di butanolo 



200 μl 

’utilizzo 



proteine) e potassio fosfato monobasico 0,5 M (KH₂PO₄) (che mantiene 

stabile il pH) a pH 2,5 (2,86 grammi di GdmCl e 0,34 grammi di KH₂PO₄ in 5 

300 µl della miscela GdmCl+KH₂PO₄



dell’acido 

dell’incubazione



sono state recuperate e trasferite in eppendorf mediante l’utilizzo di 

Il pellet è stato risospeso in 100 μl di tampone fosfato salino (PBS) e diviso 

in due aliquote: 50 μl di sospensione cellulare sono stati destinati all’analisi 



igh performance liquid chromatography (HPLC) e 50 μl di pellet cellulare, 

l’impiego di un H

–

Dopo aver vortexato per circa 1 minuto per favorire l’estrazione del CoQ, il 

Infine, 40 µl di surnatante sono stati iniettati nell’HPLC

La peculiarità risiede nell’utilizzo di 3 colonne cromatografiche

concentrante Capcel I Pack C18 MG che permette di concentrare l’analita 



Il campione raggiunge la colonna analitica tramite l’impiego di due fasi 

(95/5, v/v) con flusso di 80 μl/min]; 

v/v) con flusso di 240 μl/min] 

• Q

• Q



l’asterisco (*) o il dollaro ($)



i singoli parametri dell’onda quadra 

< =

frequenza dell’impulso



1 h). L’esperimento è stato condotto in singolo per ciascuna frequenz

l’overtraining, le prove successive sono state eseguite

delle pause tra un impulso e l’altro, di volta in volta più corte

L’analisi della vitalità cellulare effettuata al te

bensì l’assenza di pausa nel protocollo



l’allungamento 



sottolineano ancora una volta come l’introduzione

ttrico e l’altro sia in gra

. Misurazione della velocità di reazione (V Max) dell’enzima lattato deidrogenasi (LDH), dopo 2 h di EPS 

l’analisi del rilascio dell’enzima lattico deidrogenasi 



, utili a definire l’esercizio fisico 

Max) dell’enzima lattato deidrogenasi (LDH), dopo 2 



dall’induzione di disfunzione mitocondriale, 

y poc’anzi definito, è stato 

mento a quest’ultimo

, mediante l’impiego di statine, nella 

l’obiettivo di individuare



µM; 1,5 µM; 2,5 µM; 5 µM; 6 µM) con i tempi d’ incubazione rispettivamente 

l’aumentare della concentrazione di statina





Successivamente all’analisi della vitalità cellulare e alla scelta delle due 

indotto dall’abbinamento dei due protocolli (EPS high frequency e modello 



. Misurazione della velocità di reazione (V Max) dell’enzima lattato deidrogenasi (LDH), dopo EPS 30 V, 

Successivamente all’analisi della mortalità cellulare, sullo stesso tipo di 

L’analisi della perossidazione lipidica tramite la metodica dei 



corrisponde al momento in cui viene terminata l’elettrostimolazione, 



L’elettrostimolazione delle cellule con protocollo high frequency dopo 48 h 

dell’ossidazione lipidica al tempo zero, pur non 

, probabilmente dovuto all’alta variabilità 

in aggiunta all’





aumento dell’ossidazione delle proteine, sia

l’abbinamento al protocollo di E

a causa dell’elevata variabilità biologica registrata tra gli esperimenti



L’E

l’

caratteristiche dell’onda quadra

durata dell’impulso lla forma d’onda

del tipo, della durata e dell’intensità dell’esercizio 

all’esercizio fisico 

sistono studi che dimostrano come l’EPS possa incrementare la secrezione 

l’angiogenesi nelle cellule endoteliali e la lipolisi negli adipociti [39]. 

, l’EPS indagini sull’aumento 

ell’assorbimento del glucosio

, sull’incremento 

dell’ossidazione lipidica [38], sull’ipertrofia muscolare [40], sulla riduzione 

l’i

<home made= o facendo

’enorme

che al momento caratterizza l’utilizzo 

con l’obiettivo di valutarne gli effetti 



• 

• 

L’individuazione di

parametri dell’onda quadra

riposo muscolare tra una contrazione e l’

l’effetto di stimolazione di un’onda elettrica 

dell’assenza di periodi di riposo tra una contrazione e l’altra, condizione che 

caratterizzato dall’accumulo di una serie di potenziali di azioni che 



l’utilizzo di un protocollo di 

che è stata l’

è stato analizzato l’effetto, sempre in termini di vitalità 

impulso e l’

termini di rilascio dell’enzima lattato deidrogenasi, 

simulare l’esercizio fisico esaustivo è stato 

messo in evidenza anche un altro aspetto, legato all’eccessivo danno 



Il modello di deprivazione è stato creato mediante l’impiego

dall’altro 

do l’attività 

dell’HMGCoA reduttasi, potrebbe indurre stress ossidativo, aumentando la 

produzione di ROS favorendo quindi l’insorgenza di



Un’ulteriore

dell’efficienza di 

’ per il controllo contro circa 

50’ per le statine)

La definizione del danno ossidativo indotto dall’utilizzo combinato dei due 

idica e l’ossidazione delle proteine

nell’ossidazione

, sottolineando diversi aspetti come la persistenza dell’alta variabilità 



Parallelamente, anche la valutazione dell’ossidazione delle proteine ha fatto 

agli stessi aspetti poc’anzi discussi.

nel presente lavoro di tesi, come la perossidazione lipidica e l’ossidazione 

, probabilmente a causa dell’alta 

sistema EPS <home made= messo a 

modello per testare l’efficac

ll’utilizzo di

come l’overtraining, l’

’



per testare l’efficacia antiossidante di nutrienti 

Nonostante il sistema risulti ancora molto precario, a causa dell’alta 

e l’esplorazione di tecniche 

utilizzato per testare l’efficacia 

l’organo principalmente c

dall’esercizio fisico.
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