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SCOPO DELLA TESI 

Il sole emette diversi tipi di radiazioni appartenenti allo spettro 

elettromagnetico, il quale è suddiviso in diverse regioni: gli ultravioletti, lo 

spettro del visibile e gli infrarossi. La componente ultravioletta è un importante 

fattore naturale che presenta numerosi effetti benefici sulla salute dell’uomo tra 

cui attività disinfettante, proprietà immunoregolatorie, stimolazione della 

produzione di vitamina D e serotonina. Tuttavia, è noto che i raggi ultravioletti 

possono esercitare anche un’azione dannosa sulla cute, correlando in maniera 

diretta l’esposizione alla luce solare e l’insorgenza di tumori cutanei. 

A seconda della lunghezza d’onda la radiazione ultravioletta è suddivisa in tre 

regioni: radiazioni ultraviolette A (UVA) (315-400 nm), radiazioni ultraviolette 

B (UVB) (280-315 nm) e radiazioni ultraviolette C (UVC) (100-280 nm). 

Sebbene la radiazione UVC sia quella potenzialmente più dannosa per i sistemi 

biologici, questa viene tuttavia efficacemente filtrata dallo strato di ozono 

presente nella stratosfera, di conseguenza le componenti ultraviolette di 

maggiore interesse nello studio della foto-cancerogenesi sono le radiazioni 

UVA e UVB.  I raggi UVA costituiscono la maggior componente ultravioletta 

che arriva sulla terra (il 90-95% della radiazione UV totale), penetrano nella 

cute fino al derma. L’irradiazione UVB raggiunge solo per il 5% la superficie 

terrestre e nonostante sia in grado di penetrare solo fino allo strato epidermico 

della cute, risulta comunque estremamente dannosa a causa dell’alta energia 

che possiede. L'intensa o eccessiva esposizione agli stessi porta a ustioni solari, 

eritema, infiammazione, iperpigmentazione, rughe, iperplasia, 

fotoinvecchiamento e fotocarcinogenesi). I raggi UVA e UVB interagiscono 

con le cellule e agiscono promuovendo la produzione di specie reattive 

dell’ossigeno (ROS) che sono in grado di ossidare molteplici componenti 

cellulari come carboidrati, lipidi, proteine e DNA. I danni indotti a queste 
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macromolecole biologiche svolgono un importante nei meccanismi molecolari 

associati alla cancerogenesi.  

Le cellule del derma, tuttavia, possiedono vari meccanismi di difesa e di riparo 

endogeni che concorrono a proteggere il danno ossidativo mediato da UV e a 

mantenere l’integrità cellulare, tra questi l’enzima paraoxonasi-2 (PON2). 

PON2 è un membro della famiglia delle Paraoxonasi. È un enzima 

intracellulare e ubiquitario. Un’ampia letteratura scientifica supporta un ruolo 

protettivo di PON2 contro lo stress ossidativo e la perossidazione lipidica [1]. 

Fattori genetici e ambientali sono in grado di influenzare l’espressione e 

l’attività di PON2. 

Diversi studi hanno investigato l’effetto di UVA e UVB sui meccanismi di 

difesa antiossidante delle cellule del derma, ma nessuno studio, ad oggi, è stato 

condotto al fine di valutare l’effetto dell’esposizione sulla PON2. 

Pertanto, scopo della presente tesi è stato investigare l’effetto dell’esposizione 

a raggi UVA sull’espressione di PON2 utilizzando fibroblasti di derma umano, 

come modello cellulare. Le cellule sono state esposte a raggi UVA e stato 

valutato il foto-danno e la variazione dell’espressione di PON2 in funzione del 

tempo post-irraggiamento. Il foto-danno è stato quantificato in termini di 

vitalità cellulare e livelli intracellulari di specie reattive dell’ossigeno (ROS). 

Lo studio è stato condotto in presenza di una crema solare contenenti filtri 

chimici con spf 30. 
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INTRODUZIONE 

 

1. LA PELLE E IL FOTO-DANNO 

 

1.1 LA COMPOSIZIONE DEGLI STRATI DELLA PELLE 

La pelle è l’organo più esteso del corpo umano e funge da principale organo 

protettivo del corpo [2] dal momento che può essere influenzata da diversi 

disturbi in risposta a fattori esterni. Fornisce una protezione continua contro le 

sostanze chimiche, le radiazioni e le infezioni e partecipa alla sintesi della 

vitamina D [3]. 

È diversa in ogni essere umano in termini di spessore, colore composizione 

ghiandolare e vascolarizzazione in base alla zona del corpo che ricopre [4]. 

È composta da tre strati principali denominati, partendo dall’esterno verso 

l’interno epidermide, derma e ipoderma. 

 

 

Figura 1. Struttura della pelle [5]. 
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Questi strati sono di origine diversa, l’epidermide è di origine ectodermica, 

mentre il derma e l’ipoderma sono di origine mesodermica [3]. 

L’epidermide e il derma sono uniti da uno strato di rilievi connettivali che 

aumentano l’estensione e facilitano gli scambi, mentre sono separati sia 

fisicamente che funzionalmente dalla membrana basale, a sua volta costituita 

da una lamina densa di strutture a microfibrille di collagene, da una lamina 

lucida attraversata da filamenti di ancoraggio e da glicoproteine che 

mantengono l’adesione tra cellule [4]. 

 

1.1.1 L’epidermide 

L’epidermide rappresenta lo strato più superficiale della pelle, quello in 

contatto con l’ambiente esterno. Anatomicamente si tratta di un epitelio 

pavimentoso pluristratificato e corneificato che si trova sopra una lamina di 

connettivo denso a fasci intrecciati (derma o corion).  

In questo epitelio si trovano diversi tipi di cellule a loro volta organizzate in 

cinque strati, che partendo dall’interno verso l’esterno sono lo strato basale, lo 

strato spinoso, lo strato granuloso, lo strato lucido ed infine lo strato corneo. 

 

Figura 2. Gli strati che compongono l’epidermide [6]. 
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Più dettagliatamente, lo strato basale è quello più profondo ed è costituito da 

un singolo strato di cellule che poggiano su una membrana basale, legate ad 

essa tramite giunzioni ancoranti dette emidesmosomi. Questo strato è detto 

anche germinativo in quanto qui le cellule sono in continua divisione mitotica 

e rappresentano lo strato del continuo rinnovamento cutaneo [4]. 

Queste cellule con la divisione asimmetrica danno origine ai cheratinociti, che 

all’aumentare del grado di differenziazione migrano verso gli strati più 

superficiali e sono le cellule che più tipiche dell’epidermide. Nello strato basale 

troviamo anche i melanociti, cellule parzialmente responsabili del colore della 

cute, e le cellule recettoriali di Merkel [7]. 

Lo strato spinoso è costituito da 5-10 file di cellule di forma poliedrica, 

leggermente appiattite, connesse tra loro dai desmosomi. Viene definito 

spinoso in quanto composto da cellule di forme irregolari come delle spine, 

ricche di melanosomi, che sono organelli contenenti melanina prodotta dai 

melanociti, mentre le più superficiali hanno vacuoli chiamati cheratinosomi il 

cui numero aumenta poi nello strato granuloso: questi in particolare, 

contengono delle lamelle lipidiche disposte in modo parallelo che vengono 

riversate extracellularmente con funzione di impermeabilità all’acqua. Le 

cellule che compongono questo strato sono le cellule di Langerhans (che non 

hanno desmosomi) e i cheratinociti che continuano il processo di 

differenziamento migrando verso gli strati superiori.  

Lo strato granuloso sovrastante quello spinoso, è costituito da diversi strati di 

cheratinociti che sono però di forma più piatta e più differenziati rispetto a 

quelli dello strato spinoso proprio per la degradazione di alcune componenti 

cellulari. Le cellule di questo strato nel citoplasma contengono granuli di 

cheratoialina, la quale interviene nell’assemblaggio della cheratina. 
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Lo strato lucido è composto da cellule appiattite e traslucide per la presenza di 

eleidina, una proteina ricca di lipidi e zolfo. Nei cheratinociti si trovano 

filamenti di cheratina impacchettati e paralleli alla superficie della cute.  

Le membrane cellulari in questo strato sono spesse e dunque questo è uno strato 

presente in zone del corpo dove la pelle è più spessa, come palmo della mano 

e pianta del piede. 

Come ultimo strato, quello più esterno, troviamo lo strato corneo con spessore 

variabile in base alla sede anatomica, che è composto da cellule morte, 

cheratinizzate e di forma laminare: le lamelle cornee non contengono né nucleo 

né organelli ma solo filamenti impacchettati tra loro di cheratina, hanno 

membrane più spesse e uno spazio intercellulare occupato da lipidi derivanti 

dai cheratinosomi [8]. 

Le cellule che formano l’epidermide sono:  

-i cheratinociti, i più abbondanti, hanno un ciclo vitale di circa 14 giorni ed 

hanno forma cubica, con nucleo allungato e citoplasma basofilo. Il nome 

cheratinociti è legato al fatto che durante il loro differenziamento, detto 

citomorfosi cornea, vi è un’espressione crescente della cheratina, fatta di 

lunghe catene amminoacidiche legate da ponti disolfuro che costituiscono una 

struttura rigida e resistente [9]. I cheratinociti hanno origine nella lamina basale 

dalle cellule staminali e durante la progressione agli strati superiori, c’è la 

sintesi dell’α-cheratina, una scleroproteina fibrosa molto resistente, in forma di 

tonofilamenti. Progredendo verso gli strati epidermici, i tonofilamenti aumento 

di numero ed insieme a proteine che derivano dalla trasformazione dei granuli 

cheratoialini, costituiscono gran parte del contenuto proteico. In seguito, i 

cheratinociti vanno incontro ad apoptosi e si trasformano in lamelle di cheratina 

che origina dalla combinazione di tonofilamenti di α-cheratina e matrice. 
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La funzione principale di queste cellule è quella di proteggere l’organismo da 

agenti esterni quali patogeni e radiazioni ultraviolette (UV): 

-le cellule di Merkel sono cellule recettoriali, più piccole dei cheratinociti e si 

trovano nella zona basale vicino ad aree vascolarizzate ed innervate dal derma, 

dove si associano alle terminazioni nervose afferenti e partecipano alle funzioni 

sensoriali della cute [7]; 

-le cellule di Langerhans sono cellule dendritiche in grado di riconoscere, 

captare e comunicare la presenza di antigeni. Sono simili ai melanociti a causa 

della loro morfologia ramificata, ma differiscono da questi a causa dell'assenza 

di pigmento (e quindi dei granuli di melanina) e dalla presenza dei granuli di 

Birbeck [10]; 

-i melanociti si formano dai melanoblasti che derivano, per migrazione durante 

lo sviluppo embrionale, dalle creste neurali e mantengono la capacità di 

dividersi con il ricambio dei cheratinociti. Si trovano nello strato basale e sono 

i responsabili della melanogenesi, il processo biochimico che porta alla 

formazione della melanina. La formazione di melanina è correlata con la 

pigmentazione cutanea, essendo essa un polimero chinonico di alto peso 

molecolare capace di assorbire l'energia emessa dalle radiazioni luminose 

visibili e dai raggi ultravioletti. L'esposizione ai raggi solari fa aumentare la 

produzione e l'espressione (con conseguente scurimento della carnagione) 

proprio per il compito che ha di proteggere i cheratinociti. Insieme al carotene 

(presente nel derma) è responsabile appunto del colore della pelle [8]. 
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1.1.2 Il derma  

Il derma è il secondo strato della cute collocato tra epidermide e ipoderma. La 

membrana basale (o giunzione dermo-epidermica) che appartiene alla matrice 

extracellulare. Si presenta come una lamina che separa tessuti differenti 

(connettivo ed epiteliale) ed è costituita da glicoproteine, proteoglicani e 

collagene. La membrana basale assolve alcune funzioni fondamentali quali 

fornire sostegno all’epidermide e favorire il passaggio del sangue dal derma 

(riccamente vascolarizzato) alla sovrastante epidermide (non vascolarizzata). 

Il derma è costituito da tessuto connettivo lasso, che a sua volta si può dividere 

in due sezioni: derma superficiale e derma profondo. Il derma superficiale è 

chiamato anche derma avventiziale o papillare, per la presenza di particolari 

estroflessioni chiamate papille e creste dermiche. Papille e creste dermiche 

sono chiamate "DEJ" e hanno lo scopo di aumentare la superficie di contatto 

con l’epidermide e favorire gli scambi. 

Il derma profondo, chiamato anche derma reticolare o denso, è ricco di fibre e 

si estende tra derma papillare (sovrastante) e ipoderma (sottostante). 

Il derma profondo è popolato da capillari sanguigni, ghiandole sudoripare e 

sebacee, follicoli piliferi e nervi. 

Due tipi di cellule sono presenti nel derma dell’adulto: le cellule permanenti e 

le cellule migranti: quelle permanenti includono cellule di strutture organizzate 

come i nervi, i vasi e le cellule del muscolo pilo erettore e i fibroblasti, che 

sintetizzano tutti i componenti della matrice extracellulare dermica; le migranti 

originano nel midollo osseo e comprendono macrofagi, mastociti, eosinofili, 

neutrofili, cellule T e B e cellule dendritiche interstiziali che conferiscono una 

sorveglianza immunitaria.  

Il derma papillare, immediatamente sotto l’epidermide, ha funzione di 

ancoraggio meccanico, supporto metabolico e manutenzione trofica per 
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l’epidermide sovrastante, oltre a fornire terminazioni nervose sensoriali e vasi 

sanguigni.  

Il collagene è una glicoproteina molto complessa con la funzione di sostegno e 

resistenza meccanica. È un essenziale elemento strutturale di pelle, muscoli, 

cartilagine, ossa, cornea, muscoli, tendini e legamenti.  

Da solo, il collagene rappresenta il 70% delle proteine cutanee, guadagnandosi 

il titolo di proteina più abbondante dell’organismo [11] ed all’interno 

dell’organismo, si possono individuare almeno 16 differenti tipi di collagene, 

che possono essere classificati in base alle caratteristiche distintive, alla 

collocazione nell’organismo e alla funzione. 

Il citoscheletro dei cheratinociti basali è legato alla matrice fibrosa del derma 

papillare tramite le fibrille di ancoraggio del collagene di tipo VII, che si 

estendono in profondità nel derma papillare. Come descritto prima, la parte 

superficiale del derma presenta papille e creste, che interagiscono con lo strato 

basale dell’epidermide formando la giunzione dermo epidermica.  

Lo strato reticolare si fonde con la parte più profonda dello strato papillare. I 

suoi fasci di collagene sono più spessi di quelli dello strato papillare e si 

intrecciano tra loro per formare un reticolo molto forte ma deformabile. 
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1.1.3 L’ipoderma  

L'ipoderma - anche conosciuto con il nome di tessuto sottocutaneo, tessuto 

sottocutaneo adiposo o pannicolo adiposo - viene considerato lo strato più 

profondo della nostra pelle. È localizzato direttamente sotto al derma, con il 

quale non vi è una netta e precisa distinzione. Analogamente a quest'ultimo, 

anche l'ipoderma è costituito da tessuto connettivo, fra le cui fibre si trovano 

diversi ammassi di adipociti.  

Le dimensioni dell'ipoderma variano di molto a seconda della zona del corpo 

in cui esso si trova. Nelle zone in cui la pelle è quasi a contatto diretto con le 

ossa o con la cartilagine (come, ad esempio, nel cranio), l'ipoderma è molto 

sottile; mentre risulta più spesso ed evidente in altre aree (come, ad esempio, le 

cosce e i glutei).  

L’ipoderma svolge molte funzioni importanti per l'intero organismo: 

costituisce una vera e propria riserva energetica, grazie alla grande quantità di 

adipociti che lo compongono; partecipa ai meccanismi di termoregolazione, 

grazie al pannicolo adiposo che impedisce, o comunque rallenta, la dispersione 

del calore e svolge un'azione "cuscinetto" proteggendo il corpo da eventuali 

traumi meccanici; 

È inoltre in grado di influenzare il metabolismo del nostro corpo tramite il 

rilascio di particolari sostanze chiamate "sostanze ormonosimili" o adipochine 

[12]. 
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1.2 Le radiazioni solari e la loro composizione 

La luce del sole è associata da sempre allo stato di benessere fisico diventando 

con gli anni, associata ad una pelle abbronzata, un simbolo di buon segno di 

salute e benessere. Ciò ha indotto le persone ad esporsi continuamente 

all’esposizione solare in contrasto con quanto, da sempre, avvertono i 

dermatologi sulle conseguenze di una non corretta esposizione. 

È bene indicare le caratteristiche principali dei raggi solari, il ruolo ed il 

significato della melanogenesi e le caratteristiche dei prodotti che applicati 

sulla cute proteggono dai raggi solari. 

Il sole emette radiazioni elettromagnetiche di diverse lunghezze d’onda 

elettromagnetiche e frequenze, che costituiscono lo spettro elettromagnetico 

che viene suddiviso in regioni parzialmente sovrapposte. 

La radiazione solare che raggiunge la Terra consiste di 6,8% di radiazione 

ultravioletta (UVR), 38,9% di luce visibile e 54,3% di raggi infrarossi (IR) [13]. 

 

 

 

Figura 3. Lo spettro elettromagnetico [14]. 
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La radiazione infrarossa (IR) ha lunghezze d’onda comprese tra 780 e 1 nm ed 

è prodotta da qualsiasi corpo caldo. 

La radiazione visibile (la semplice luce) ha lunghezza d’onda tra i 400 e i 700 

nm, è emessa da corpi incandescenti ed è l’unica percepita dall’occhio umano. 

Le radiazioni UV coprono quella porzione dello spettro elettromagnetico con 

una lunghezza d’onda compresa tra 100 nm a 400 nm e si dividono in tre 

componenti:  

UVA (λ = 315-400 nm) 

UVB (λ = 280-315 nm)  

UVC (λ = 100-280 nm). 

Le radiazioni UVC, a differenza delle radiazioni UVA e UVB, sono quasi 

completamente assorbite dallo strato di ozono [15].  

La capacità di penetrazione nella pelle è direttamente proporzionale alla 

lunghezza d’onda delle radiazioni stesse. Le radiazioni più penetranti sono 

quelle dotate di minor energia, mentre le radiazioni ad elevata energia sono 

quelle che penetrano di meno, svolgendo la loro azione sull’epidermide in 

superficie. 
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Figura 4. Penetrazione raggi UV nei diversi strati della pelle [16]. 

 

Le radiazioni infrarosse sono quelle che penetrano negli strati più profondi 

della pelle e sono riconosciute attraverso il calore: un’eccessiva esposizione, 

infatti, può danneggiare la pelle per ipotermia, provocando sintomi che vanno 

dalla vasodilatazione alla disidratazione. Sebbene anche le radiazioni visibili 

raggiungano gli strati più profondi della pelle, esse non sono dannose, anzi sono 

fondamentali per la regolazione di alcune funzioni come il ritmo sonno-veglia 

e l’andamento circadiano degli ormoni oltre che importanti per la sintesi della 

vitamina D [17]. 
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1.3 Gli effetti dell’esposizione ai raggi ultravioletti 

Con gli anni c’è stata una diminuzione, seppur lieve, dei livelli di ozono 

nell’atmosfera per l’eccessivo utilizzo di prodotti contenenti alogeni come 

Cloro e Bromo, i quali, reagendo con l’ozono lo trasformano in ossigeno 

molecolare e ciò ha comportato un aumento dei raggi UVB sulla superficie 

terrestre [17]. 

La sovraesposizione ai raggi UV può provocare effetti sia acuti che cronici non 

solo sulla pelle, ma anche su altri organi quali occhi e sul sistema immunitario 

diventando responsabile dell’insorgenza di eritemi, immunodeficienze e 

invecchiamento cutaneo precoce.  

L’esposizione alle radiazioni UV è ritenuta un cancerogeno completo poiché 

interessa ogni stadio della carcinogenesi: conduce a un danno cellulare a causa 

di una riduzione di cellule che mediano la risposta immunitaria, della 

produzione di specie reattive dell’ossigeno (ROS) e dell’alterazione del DNA 

[17]. 

Di seguito vengono descritti nel dettaglio gli effetti biologici generati 

dall’esposizione alle radiazioni UVA, UVB e UVC. 

 

1.3.1 Le radiazioni UVA e i loro effetti biologici 

I raggi UVA sono i più abbondanti, in quanto rappresentano circa il 95% dei 

raggi UV e sono in grado di arrivare fino ai melanociti (cellule labili all’azione 

degli UVA) ossidando la melanina presente (pigmento con funzione di filtro 

poiché assorbe le radiazioni) e riuscendo quindi a scurire immediatamente la 

pelle. Arrivando fino al derma, induce diversi cambiamenti che sembrano 

essere principalmente responsabili del processo e della progressione del 

fotoinvecchiamento [18]. 
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Come è ben ormai scientificamente noto, l’irradiazione UVA causa la 

formazione dei ROS, ed è coinvolta anche nel processo di infiammazione. 

NF-kB è un eterodimero coinvolto nella risposta infiammatoria della cellula in 

condizione di stress, che si trova normalmente nel citosol legato alla proteina 

inibitoria IkBα, la cui trascrizione è attivata dalla presenza di ROS. 

Gli UVA stimolano l’attività della chinasi IKK che fosforila IkBα portando alla 

sua degradazione nel proteasoma e quindi alla liberazione di NF-kB che così 

trasloca nel nucleo, dove agisce quindi da fattore trascrizionale. 

Questo meccanismo porta alla trascrizione dei geni di proteine coinvolte nel 

fenomeno dell’infiammazione come citochine (IL-1, IL-6), chemochine (IL-8), 

molecole di adesione (ICAM, VCAM) e di proliferazione (ad esempio la ciclina 

D1) [19] [20]. 

L’eccessiva produzione di ROS altera anche l’espressione delle 

metalloproteinasi (MMPs), coinvolte nei processi di proliferazione, 

migrazione, apoptosi, angiogenesi e differenziamento, delle mitogen-activated 

protein kinase (MAPK), che regolano la proliferazione, l’espressione genica e 

l’apoptosi) e delle cyclin-dependent kinase (CDK), proteine regolatrici del 

ciclo cellulare [21]. 

 

1.3.2 Le radiazioni UVB e i loro effetti biologici 

L'UVB rappresenta il restante 5% e raggiunge solo l’epidermide senza la 

capacità di penetrare nelle sezioni più profonde, ed è il fattore chiave nel danno 

fotochimico al DNA cellulare.  

Questi raggi causano eritemi, ustioni ed abbronzatura ritardata perché inducono 

l’espressione di geni coinvolti nella sintesi della melanina [22]. 

Avendo un’energia maggiore degli UVA, sono più dannosi (nonostante siano 

in quantità minore), perché vengono direttamente assorbiti dalle basi del DNA, 
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lesionandole, causando direttamente un danno a DNA e RNA inducendo 

legami covalenti tra pirimidine adiacenti che portano alla formazione di 

fotoprodotti mutageni come dimeri di ciclopirimidine (CPD) e fotoprodotti 6–

4 pirimidina– pirimidone [18]. 

Basse dosi di UVB vengono tollerate dalla cellula, in quanto riesce a riparare i 

danni al DNA, alte dosi invece, causano lesioni così gravi da indurre la cellula 

ad andare in apoptosi. 

I raggi UVB possono anche alterare la struttura e la funzione di proteine, 

interagendo con amminoacidi aromatici.  

Inoltre, anche gli UVB stimolano l’attività del fattore trascrizionale NFkB, 

coinvolto nei fenomeni di infiammazione [22]. 

 

1.3.3 Le radiazioni UVC e i loro effetti biologici 

I raggi UVC con una lunghezza d’onda minore rappresentano la parte dello 

spettro elettromagnetico potenzialmente molto dannosa per la pelle. Come 

detto in precedenza, sebbene abbiano una lunghezza d’onda bassa, posseggono 

energia molto alta e sono in grado di penetrare la cute ad una profondità di 60-

80 μm. I raggi UVC sono particolarmente dannosi per la salute poiché 

possiedono un alto potere cancerogeno, sono altamente tossici e mutageni per 

le cellule perché vengono assorbiti da diverse componenti cellulari quali 

proteine, membrane cellulari e DNA, inoltre, producono specie reattive 

dell’ossigeno ed il danno causato da questi raggi porta alla morte cellulare per 

necrosi [18]. 

Fortunatamente, vengono trattenuti dalla fascia di ozono e per questo non 

hanno effetti particolari sulla pelle. Il rischio di esposizione a questi raggi 

aumenta in alta quota [16]. 
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1.3.4 Gli effetti delle radiazioni UV sulla cute 

L’esposizione alla radiazione solare è diventato col tempo un evento naturale e 

quotidiano e vi è un equilibrio in termini di effetti benefici e di danni biologici. 

Come detto in precedenza, l’esposizione ai raggi UV ha anche degli effetti 

benefici purché essa sia, e venga mantenuta nelle giuste dosi. 

Quando si parla di fototipo si intende il biotipo cutaneo in funzione della 

reattività alla luce: un famoso dermatologo statunitense, Thomas Fitzpatrick, 

ha proposto una suddivisione dei tipi di pelle in 6 fototipi, al fine di 

razionalizzare le modalità di esposizione al sole e si è definito il tipo di pelle in 

rapporto appunto al comportamento della stessa in occasione dell’esposizione 

al sole. Questa metodologia si basa su una anamnesi solare con la quale si 

definisce l’intensità e la durata della reazione eritematosa (scottatura) e la 

capacità di pigmentazione (abbronzatura), analizzate nei primi 45-60 minuti di 

esposizione al sole dopo l’inverno o dopo esposizione solare nulla.  

La sensibilità degli individui, diversi tra loro, alla radiazione solare è stimata 

mediante il MED, definito come la Minima Dose Eritematogena, ovvero la più 

bassa dose di UVR in grado di causare il minimo arrossamento [23]. 

Il MED è misurato su una scala numerica che varia da individuo a individuo, 

che va da 0 ad infinito e nella quale la dose minima di raggi UV con i quali si 

ha un arrossamento è a 1. Solitamente si tende a considerare che fino a 1 MED 

non si hanno effetti collaterali all’esposizione agli UVR, mentre al di sopra si 

comincia a verificare, oltre all’arrossamento, anche l’invecchiamento cutaneo 

ed altre conseguenze ad altri organi [23]. 
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Figura 5. Scala del tipo di pelle di Fitzpatrick [24]. 

 

 

1.3.5 Effetti positivi delle radiazioni UV 

La luce solare può procurare danni a breve e a lungo termine e per questo la 

pelle necessita di una cura costante, ma ci sono anche notevoli benefici correlati 

all’esposizione al sole: 

 i raggi del sole incentivano la produzione di melanina, che agisce come 

una protezione naturale per la cute e ne migliora il colorito, favorendo 

l’abbronzatura; 

 l’esposizione al sole è una causa dell’aumento di vitamina D, utile 

nell’assorbimento del calcio e quindi importante per i bambini in età di 

sviluppo e per il rafforzamento delle ossa, soprattutto per le donne che 

dopo i 50 anni sono più soggette a osteoporosi; 

 terapie di patologie dermatologiche (cura di diverse patologie quali 

psoriasi, vitiligine, dermatite atopica) 

 produzione di serotonina (prevenzione della depressione). 
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1.3.6 La produzione di Vitamina D 

La produzione della vitamina D in seguito all’assorbimento di raggi UVB 

avviene mediante conversione diretta di 7-deidrologlobesterolo in vitamina D3 

(colecalciferolo). 

Diversi fattori possono influenzare la produzione cutanea di vitamina D: la 

forma attivata agisce anche come ormone che regola la funzione di vari organi 

e sistemi e ha un’azione modulante nei confronti dell’infiammazione e del 

sistema immunitario [17]. 

 

1.3.7 La produzione di serotonina 

Un altro prodotto benefico è la serotonina, un ormone e un neurotrasmettitore 

che, a seconda di dove viene prodotta influenza stati emotivi, appetito, cicli 

sonno-veglia e altri ritmi umani e contribuisce all'emostasi, 

all'immunomodulazione e alla percezione del dolore e del prurito.  

I raggi UVA sono in grado di inibire l’azione dell’enzima N-acetiltransferasi 

che converte la serotonina in melatonina, alzando così la concentrazione della 

serotonina [25]. 

 

1.3.8 L’abbronzatura 

Come è ben noto, le radiazioni UV del sole o di fonti artificiali aumentano la 

pigmentazione della pelle.  

L’abbronzatura consta di tre fasi quali, l’oscuramento immediato del pigmento 

(IPD), l’oscuramento persistente del pigmento (PPD) e l’abbronzatura ritardata 

(DT).  

Il primo avviene nei primi minuti di esposizione per poi attenuarsi nel giro di 

poche ore, mentre il secondo compare entro poche ore dalle dosi più elevate di 

esposizione ai raggi UVA e persiste per diverse settimane. L’abbronzatura 
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ritardata è invece quella che compare dopo diversi giorni dall’esposizione ai 

raggi UVB e permane per settimane, deriva dalla sintesi della melanina nei 

melanociti, seguita dalla distribuzione della melanina nei cheratinociti vicini. 

I raggi UVA e UVB agiscono nel processo della pigmentazione in modo 

diverso: i primi comportano l’oscuramento immediato che permane per il 

processo di ossidazione della melanina. 

Il motivo per cui la pigmentazione indotta dagli UVA permane più a lungo 

rispetto agli UVB è spiegato dal fatto, come anche descritto in precedenza, che 

penetra più in profondità fino al derma. 

 

1.3.9 Gli effetti negativi delle radiazioni UV 

Gli effetti negativi delle radiazioni UV sono proporzionali al tempo di 

esposizione ad essi. 

Gli effetti negativi delle radiazioni solari vengono descritti nel dettaglio di 

seguito. 

 

1.3.10 L’eritema solare 

Il termine eritema indica un'irritazione cutanea, che affligge per lo più gli strati 

esterni della pelle causando un arrossamento della pelle determinato 

dall'aumentato apporto di sangue ai vasi sanguigni del derma superficiale. 

Un’eritema solare, è causata da un'eccessiva esposizione ai raggi ultravioletti 

(UV) del sole o dall'esposizione a fonti artificiali di raggi UV come i lettini 

abbronzanti. 

I principali fattori di rischio per le scottature comprendono la durata e l'intensità 

dell'esposizione. 

L’eritema è la risposta ad un’esposizione della pelle a entrambe le lunghezze 

d’onda, UVA e UVB.  
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La risposta agli UVA è variabile e la conseguente formazione di eritema è 

soggettivo, può verificarsi o no. Gli UVB producono invece un eritema 

ritardato, che si instaura dopo 3-4 ore dall’esposizione e può insorgere insieme 

a dolore, prurito e formazione di bolle [26]. 

Diversi studi hanno dimostrato che i raggi UVB sono più efficaci per unità di 

dose (J/cm2) degli UVA di diversi ordini di grandezza nell’indurre eritema 

[23]. 

 

 

1.3.11 La fotocarcinogenesi 

Le radiazioni ultraviolette (UV) sono tra i fattori ambientali più diffusi che 

influenzano la salute umana e provocano lo sviluppo di cancro alla pelle [27]. 

Il carcinoma a cellule squamose (CSC) o carcinoma spinocellulare, è la seconda 

forma più comune di cancro della pelle, caratterizzato da una crescita anomala 

e accelerata delle cellule squamose. Insorge dai cheratinociti epidermici ed ha 

una bassa capacità di formare metastasi. Questo tipo di tumore solitamente si 

sviluppa in zone fotoesposte, ma può anche insorgere in zone non fotoesposte 

[28]. 

Il carcinoma a cellule basali (CBC) o carcinoma basocellulare, è la forma più 

comune e frequente (75%) dei tumori cutanei. Si tratta di un tumore maligno 

aggressivo e colpisce in prevalenza la cute fotoesposta, in particolare quella del 

viso e la sua incidenza aumenta con l’età del paziente. Il termine basocellulare 

deriva dalla somiglianza delle sue cellule a quelle dello strato basale 

dell'epidermide [28] [29]. 
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Figura 6. Carcinoma a cellule squamose [28]. 

 

 

 

Figura 7. Carcinoma a cellule basali [28]. 
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Entrambi questi due tipi di tumori cutanei sono non melanomatosi.  

Il melanoma è invece la forma più comunemente fatale di cancro e l'incidenza 

mondiale è in aumento, in particolare tra gli individui più giovani. 

Sono circa 87.000 i nuovi casi/anno diagnosticati negli Stati Uniti, con più di 

9000 persone che muoiono di melanoma invasivo. 

La sopravvivenza complessiva a 5 anni è del 60%, anche se l’andamento è 

variabile. 

La testa, la schiena e le estremità inferiori (in particolare nelle donne) sono i 

siti più comuni. Il melanoma si verifica tipicamente nei bianchi dalla pelle 

chiara [28]. 

Tuttavia, è il più raro dei tumori cutanei.   

È correlato all’esposizione agli UV in particolare a pazienti con precedenti 

episodi di fotoustione. 

Raro nelle popolazioni con carnagione scura, questo tipo di tumore può 

originare ‘de novo’ dalla cute sana o da una lesione preesistente. 

Il melanoma si presenta come macule pigmentate o noduli, che possono 

mostrare bordi irregolari e ulcerazione. Circa il 15% origina da nevi: vi è 

dapprima una crescita superficiale ed è la fase in cui può esser maggiormente 

curato con l’escissione chirurgica. Durante questa fase i melanociti proliferano 

lateralmente nell’epidermide, ma non metastatizzano. Col passare del tempo 

possono entrare in una fase di crescita verticale dove le cellule penetrano nel 

derma reticolare sottostante. La comparsa di un nodulo lungo il margine laterale 

di un melanoma maligno è un marker della crescita verticale.  

Ci sono quattro categorie di base: melanoma a diffusione superficiale, lentigo 

maligna, melanoma lentigginoso acrale e melanoma nodulare [28]. 

Il melanoma, può anche svilupparsi a livello oculare, nelle zone dell’iride, 

corpo ciliare o coroide, prendendo il nome di melanoma uveale.  
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Figura 8. Melanoma [30]. 

 

 

 

1.3.12 I danni oculari 

Le radiazioni UV possono colpire anche gli occhi se non sufficientemente 

protetti, con conseguenze come fotocheratite e fotocongiuntivite, che sono 

delle infiammazioni oculari. Una prolungata esposizione, soprattutto ai raggi 

UVB, causa patologie come pterigio (data da una crescita anomala della 

congiuntiva sulla cornea) e cataratta (cioè la perdita di trasparenza del 

cristallino) [31].  

Più del 99% della radiazione UV viene assorbita dalla parte anteriore degli 

occhi, causando, danno corneale, cataratta e degenerazione maculare e nei casi 

più gravi possono portare alla cecità.  
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1.3.13 Il Fotoinvecchiamento 

Per invecchiamento si intende l'insieme dei molteplici cambiamenti che 

avvengono all'interno delle cellule e dei tessuti col progredire dell’età; tali 

cambiamenti hanno come conseguenza l'aumento del rischio di malattie e 

conducono progressivamente il soggetto al decesso (morte naturale o per 

malattie). 

Le nostre cellule subiscono delle trasformazioni che le rendono difficilmente 

riconoscibili dal nostro organismo e che pertanto tende ad eliminarle.  

Ma l’invecchiamento può essere visto anche come il risultato di un progressivo 

accumulo di errori nei processi che si svolgono all’interno delle cellule, che 

perdono così nel tempo la loro funzione. Le cause principali alla base 

dell’invecchiamento cutaneo sono di natura genetica, costituzionale e 

ambientale.  

Ci sono due tipi di invecchiamento, quello intrinseco e quello estrinseco. 

L’invecchiamento intrinseco, anche detto cronologico, è legato all’età 

dell’individuo. Si tratta di un complesso processo biologico che inizia dopo la 

maturità, che si verifica intorno ai 30 anni d’età e che comporta una graduale 

diminuzione delle capacità funzionali dei vari organi e un progressivo aumento 

delle malattie croniche. Gli organi subiscono una riduzione della loro piena 

funzionalità: dal punto di vista strutturale i tessuti vanno incontro ad atrofia, 

fattore che porta ad una diminuzione del volume degli organi che, 

conseguentemente, diventano meno efficienti. Gli ormoni hanno un ruolo 

importante, come ad esempio in seguito alla menopausa che mostrano una 

riduzione dello spessore della pelle e una diminuzione della sua idratazione 

oltre che dell’elasticità. 

L’invecchiamento estrinseco, anche detto fotoinvecchiamento, è invece 

indipendente dall’età e si associa a numerosi fattori come le abitudini di vita e 
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alimentari, le malattie, l’inquinamento ambientale, l’esposizione alle radiazioni 

solari ecc. 

In particolare, le cellule responsabili della colorazione della pelle (melanociti) 

possono accumulare mutazioni pericolose anche nelle ore successive 

all’esposizione solare. I radicali liberi prodotti vanno ad alterare la melanina e 

quando l’energia viene rilasciata il DNA subisce ulteriori lesioni, anche diverse 

ore dopo l’esposizione.  

L'integrità strutturale della pelle dipende dal collagene. Il collagene è la 

principale proteina strutturale nei tessuti connettivi come muscoli e 

articolazioni. Aiuta con flessibilità e capacità di allungamento del muscolo e 

fornisce alla pelle forza e resistenza. La sintesi di collagene è regolata da eventi 

intracellulari ed extracellulari: il fattore di crescita, citochina profibrotica TGF-

β, regola molte funzioni cellulari, tra cui differenziazione, proliferazione e 

sintesi delle principali proteine della matrice extracellulare, cioè collagene ed 

elastina. Nella pelle umana, il TGF-β inibisce la proliferazione dei cheratinociti 

e stimola i fibroblasti [32].  

Un altro importante regolatore è la proteina 1 dell'attivatore del fattore di 

trascrizione (AP‐1), la cui attivazione porta alla formazione di un dimero delle 

subunità Jun e Fos. Questa proteina regola l’espressione genica in risposta a 

stimoli quali citochine, fattori di crescita e stress, e inibisce la sintesi del 

collagene e ne promuove la decomposizione. 

Studi recenti mostrano che l'AP-1 può anche essere indotto dalla proteina 61 

(CYR61) ricca di cisteina, che è un altro importante regolatore della sintesi del 

collagene che viene attivato dalla radiazione UV: il meccanismo attraverso il 

quale deriva la scomposizione del collagene e l'inibizione della sintesi, tuttavia, 

dipende dal danno a cui è esposta la pelle e dal tipo di pelle. 
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La radiazione ultravioletta innesca la formazione di specie reattive 

dell'ossigeno (ROS), che a loro volta attivano il fattore nucleare kappa-B (NF-

kB), coinvolto nella risposta infiammatoria della cellula in condizione di stress 

e promuove l'espressione delle citochine pro-infiammatorie e dei fattori di 

crescita, rispettivamente l'interleuchina‐1 (IL1), il fattore di necrosi tumorale 

(TNF) e il fattore di crescita epidermica (EGF) che a loro volta vanno ad 

attivare il pathway regolato dalla protein chinasi, MAPK.  

L’attivazione di questi meccanismi determina il potenziamento degli effetti 

delle metalloproteinasi della matrice extracellulare (MMP). Nello specifico, 

MMP-1 o collagenasi interstiziale ha come suo target principale il collagene di 

tipo I, quello più abbondante nel derma e gioca un ruolo cruciale nella 

degradazione e degenerazione della sostanza amorfa: il meccanismo 

degradativo della MMP1 inizia con il primo taglio delle fibre di collagene, per 

poi completare la completa degradazione con il supporto delle MMPs 2-9 [33]. 

MMP-2 degrada l’elastina e i composti della membrana basale compresi il 

collagene di tipo IV e VII, mentre MMP-3 mostra la più ampia specificità di 

substrato per le proteine come il collagene di tipo IV, i proteoglicani, la 

fibronectina e la laminina [33]. 

Anche la sintesi del collagene viene ridotta, in seguito all’inibizione della via 

del TGF-β, con riduzione del pro-collagene I e aumento della sintesi di MMP, 

con conseguente degrado progressivo delle fibre di collagene [32].  

 

 

 

 



32 

 

2. STRESS OSSIDATIVO E RUOLO DEGLI 

ANTIOSSIDANTI 

Le specie reattive dell’ossigeno (ROS) o i radicali liberi e le specie reattive 

dell’azoto (RNS), o collettivamente RONS sono prodotti del normale 

metabolismo cellulare e si formano continuamente nelle cellule a seguito di 

reazioni enzimatiche e non enzimatiche. Sono prodotti da numerosi fattori quali 

radiazioni, luce ultravioletta, metabolismo di farmaci, prodotti chimici esogeni, 

fumo di sigaretta, infiammazione, ma anche dalle reazioni di ossidazione 

endogena durante le normali reazioni metaboliche della cellula.  

Pertanto, la loro produzione, è anche un evento fisiologico e varie sostanze che 

si formano in seguito a eventi radicalici, svolgono funzioni regolatorie 

nell’organismo: in condizioni fisiologiche partecipano a molti processi come il 

controllo dell’espressione genica, la trasduzione del segnale, la respirazione 

cellulare e l’apoptosi.  

I radicali dell’ossigeno reagiscono con diversi elementi cellulari come i 

carboidrati, il DNA, le proteine e i lipidi generando diversi effetti.  

L’esposizione cronica ai raggi ultravioletti è dannosa e pericolosa in quanto 

può penetrare nella cute e compromettere la difesa antiossidante cellulare di 

diversi tipi cellulari compresi i fibroblasti umani (HDF) cutanei, che svolgono 

un ruolo importante nel mantenimento della normale struttura e funzione della 

pelle [34]. 

Agendo in maniera negativa sulla difesa antiossidante, può portare a 

disequilibro tra fattori antiossidanti e radicali, noto come stress ossidativo.  

L’anione superossido (O2•-), uno dei principali radicali, è il risultato della 

riduzione univalente dell’ossigeno diatomico [27] e può generarsi per il 

trasferimento di elettroni, che occasionalmente sfuggono ai complessi della 
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catena di trasporto mitocondriale, all’ossigeno molecolare, nel corso di 

ossidazioni metallo-dipendenti di neurotrasmettitori, quali adrenalina e 

noradrenalina, e di alcuni composti tiolici, per produzione diretta nel corso di 

alcune reazioni catalizzate da ossidoreduttasi quali la xantina ossidasi, 

implicata nel metabolismo delle basi azotate o nei processi di stimolazione 

delle cellule fagocitarie del sistema immunitario (macrofagi, monociti e 

granulociti neutrofili) volti alla eliminazione di diversi ceppi batterici mediante 

il rilascio di radicali liberi e specie ossidanti [35].  

La citotossicità dell’anione superossido è parzialmente limitata dalla sua carica 

negativa, che ne ostacola la diffusione attraverso la membrana mitocondriale, 

e da processi di dismutazione che possono avvenire sia spontaneamente sia in 

reazioni catalizzate da enzimi appartenenti alla famiglia delle superossido 

dismutasi (SOD).  

Dalla reazione di dismutazione, si forma perossido di idrogeno, una specie 

reattiva dell’ossigeno non radicalica, che viene rapidamente neutralizzato dagli 

enzimi catalasi (2) e glutatione perossidasi (3):  

H2O2 + 2H + CAT (2) 2 H2O     

H2O2 + 2 GSH GPX  2 H2O + GSSG (3) 

L’H2O2 riveste un ruolo importante nei sistemi cellulari, per la sua capacità di 

diffondere velocemente attraverso le membrane biologiche raggiungendo altri 

distretti dove può attivare processi perossidativi. Come intermedio, il perossido 

di idrogeno partecipa a reazioni che inducono la formazione di ROS altamente 

reattivi, in modo particolare il radicale idrossile (OH•). 

L’altro radicale è il radicale idrossile (OH•) un radicale estremamente reattivo 

reagisce non appena si forma. La sua emivita dura meno di un secondo. Questo 

significa che la sua concentrazione è estremamente bassa e presenta una 

reattività tale da poter reagire in vivo in prossimità del sito di formazione (entro 
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pochi Angström). Gran parte del radicale idrossile formato in vivo, deriva 

dall’interazione dell’H2O2 con metalli (Mn+), quali Ti3+, Cu+, Fe2+ o Co2+ 

[36]. 

Uno dei bersagli dei ROS è rappresentato dalla componente fosfolipidica delle 

membrane e delle lipoproteine plasmatiche. La perossidazione lipidica è un 

processo causato dall’interazione tra molecole ossidative reattive libere e atomi 

di idrogeno presenti negli acidi grassi: questo dà origine a radicali lipidici, che 

sono a loro volta instabili e si legano facilmente all’ossigeno molecolare 

formando radicali perossili lipidici che sono in grado di ossidare altri lipidi, 

innescando così una reazione a catena [22]. 

Le molecole più suscettibili ad un attacco radicalico sono gli acidi grassi 

insaturi, in particolare i polinsaturi presenti nei fosfolipidi ed il colesterolo che 

compongono le membrane cellulari. Il principale prodotto di reazione della 

lipoperossidazione è la malondialdeide (MDA), un’aldeide reattiva in grado di 

reagire con la deossiguanina e la deossiadenosina del DNA formando composti 

mutageni, precursori di carcinogenesi. 

 

 

 

Figura 9. Il processo di perossidazione lipidica [37]. 
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Per stimare la quantità di MDA si sfrutta la sua reattività con l’acido 

tiobarbiturico (TBA): la condensazione di queste due molecole origina un 

composto fluorescente facilmente rilevabile spettrofotometricamente [38].  

I radicali possono danneggiare anche le proteine modificandone le proprietà 

fisiche e strutturali e di conseguenza anche la funzione poiché struttura e 

funzione sono strettamente correlate. Gli aminoacidi più sensibili, ovvero quelli 

che assorbono maggiormente la radiazione UVB, sono gli aminoacidi aromatici 

come triptofano e tirosina [22].  

Infine, l’azione dannosa dei ROS può esplicarsi anche a livello del DNA sia 

nucleare che mitocondriale [3]. 

Il radicale ossidrilico è anche noto per la sua capacità di reagire con tutti i 

componenti del DNA, danneggiando sia le basi che lo scheletro carbonioso del 

deossiribosio [39]. La doppia elica viene danneggiata, in modo indiretto dai 

ROS che reagiscono con gli acidi nucleici, in particolare con le pirimidine, 

causando danno al DNA.  

Esistono però le glicosilasi, specifiche e non, coinvolte nel processo di 

riparazione per escissione di basi (BER), che riconoscono queste basi 

modificate e le eliminano dal DNA lasciando un sito abasico, che viene poi 

processato dalla polimerasi β. Non sempre però la correzione dei danni è 

efficace: le rotture al singolo filamento (SSB) non riparati nella fase G1 del 

ciclo cellulare possono generare danni alla doppia elica (DSB) nella fase S [39] 

e ciò potrebbe portare ad aberrazioni cromosomiche come delezioni, 

traslocazioni, amplificazioni o addirittura al blocco totale dei processi di 

replicazione del DNA.  

Sembra, però, che gli UVA non siano in grado di causare DSB in maniera 

diretta, a causa della bassa energia dei loro fotoni [23]. Delle basi puriniche e 
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pirimidiniche, la guanina risulta essere quella più suscettibile all’ossidazione 

ed il prodotto di questa reazione, l’8oxoG, è uno dei marker del danno 

ossidativo al DNA. Questa viene di solito prodotta da lunghezze d’onda di circa 

350 nm, mentre lunghezze d’onda più alte causano danni maggiori che possono 

portare a fenomeni di mutagenesi e cancerogenesi [40]. 

Anche il DNA mitocondriale è un bersaglio dell’attività dei ROS ed è più 

sensibile del DNA nucleare a causa della mancanza di un sistema di riparazione 

e dell’assenza di proteine istoniche [3]. Le mutazioni possono portare alla 

sintesi di proteine della catena respiratoria alterate, con conseguente aumento 

di ROS e ulteriori danni al DNA mitocondriale. 
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2.1 Gli antiossidanti 

Lo stress ossidativo è un concetto introdotto per la prima volta nella teoria di 

Denham Harman nel 1956 [41] che indica una condizione patologica, in un 

organismo vivente, causata dalla rottura dell'equilibrio fisiologico fra la 

produzione e l'eliminazione di specie chimiche ossidanti, da parte dei sistemi 

di difesa antiossidanti. 

Gli organismi hanno sviluppato un sistema di difesa antiossidante che può 

essere suddiviso in: 

- difese antiossidanti di natura enzimatica e non, che interagiscono 

direttamente con i radicali liberi; 

- complessi metalloproteine/enzimi (come ferritina e transferrina) che 

riducono la partecipazione di metalli pesanti (come ferro e rame) alla 

formazione di ROS; 

- sistemi che riparano biomolecole dopo che sono state danneggiate dai 

ROS come polimerasi, lipasi e proteasi. 

I sistemi enzimatici principalmente coinvolti sono il superossido dismutasi 

(SOD) la catalasi (CAT) e il glutatione perossidasi (GPx) [40]. 

Tutti questi enzimi sfruttano la presenza dello ione di un metallo di transizione 

redox-attivo. In condizioni ideali la SOD, la CAT e la GPx agiscono in maniera 

ordinata e sequenziale potenziandosi nel loro importante ruolo di antiossidanti, 

ma non possono impedire l’instaurarsi del danno cellulare, quando la 

formazione dei radicali supera le loro capacità tampone o quando i sistemi di 

protezione sono inefficaci.  

Il superossido dismutasi è un metalloenzima, agisce sullo ione superossido (O2 

•) trasformandolo in ossigeno molecolare (O2) e acqua ossigenata (H2O2) ed è 

il primo sistema di difesa contro i danni causati dai ROS. 
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Esistono 3 isoforme, ognuna delle quali è legata ad un metallo diverso: CuZn-

SOD (legata uno ione rame e uno ione zinco), Mn-SOD (legata ad uno ione 

manganese) e Fe-SOD (unita ad uno ione ferro) [42]. Il MnSOD (SOD2) 

contenente manganese, localizzato nella matrice mitocondriale, mostra una 

minima somiglianza con gli altri SOD, che condividono il 60% di omologia 

attorno ai domini catalitici e leganti il metallo. A causa delle loro distinte 

localizzazioni e dell'impermeabilità della membrana di O2 •-, si prevede che 

ciascun membro della famiglia SOD abbia ruoli compartimentati specifici, 

come la regolazione dei fattori di trascrizione sensibili al redox, il rilevamento 

del livello di ossigeno mitocondriale o protezione del tessuto circostante 

dall'infiammazione ossidativa durante l'infezione. Ciò implica che le funzioni 

SOD non sono ridondanti, nonostante abbiano costanti di velocità simili [43]. 

Le catalasi sono enzimi, tetrameri, di quattro catene polipeptidiche ciascuna 

contenente un gruppo ferroso all’interno della struttura tuttavia accessibile 

tramite canali idrofobici. 

Sono note per essere in grado di degradare il perossido di idrogeno, prodotto 

per stress ossidativo, attraverso la reazione 2H2O2  2H2O + O2, con un 

processo noto come attività catalitica. 

Le catalasi agiscono anche come perossidasi [3].  

Il glutatione perossidasi è un enzima selenio-dipendente, presente nel citosol e 

nei mitocondri, con attività perossidasi il cui principale ruolo biologico è quello 

di proteggere l'organismo dai danni ossidativi. La funzione biochimica del 

glutatione perossidasi è ridurre gli idroperossidi lipidici ai loro alcoli 

corrispondenti e ridurre il perossido di idrogeno libero in acqua. 

Ne esistono 5 isoforme (GPx-1/GPx-5), che si distinguono per localizzazione 

cellulare e tissutale [44].  
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Tra gli enzimi antiossidanti cellulari troviamo anche la paraoxonasi 2 (PON2) 

che è oggetto della presente tesi e di cui si parlerà in dettaglio nei capitoli 

successivi.  

Ci sono sostanze di origine alimentare che sono in grado di reagire con i radicali 

liberi.  Tra le vitamine, quelle con il maggiore potere antiossidante sono la 

vitamina C (di tipo idrosolubile) e la vitamina E (di tipo liposolubile). 

La vitamina C o acido ascorbico è un potentissimo riducente ed in presenza di 

ossigeno e metalli tende ad ossidarsi formando acido L-deidroascorbico ed 

acqua ossigenata, mentre la vitamina E, detta anche tocoferolo, è in grado di 

prevenire l’ossidazione degli acidi grassi di membrana, evento chiave del 

processo di lipoperossidazione. La vitamina E è in grado di donare un atomo di 

idrogeno ai radicali perossili lipidici, rendendoli meno reattivi. 

I carotenoidi invece, sono una classe di oltre 600 pigmenti presenti in piante e 

batteri ma non negli animali: sono pigmenti accessori che assorbono luce ad 

una lunghezza d’onda diversa rispetto alla clorofilla, infatti hanno un colore 

giallo-rosso. Negli organismi fotosintetici prendono parte alla catena di 

trasporto dell’energia e proteggono il centro di reazione dei fotosistemi, 

coinvolti nel processo di fotosintesi. L’uomo deve assumerli con la dieta e sono 

dei potenti antiossidanti proprio perché reagiscono contro O2 •- e H2O2. La 

loro particolarità sta nel fatto che, invece di generare altre reazioni chimiche, 

dissipano l’energia rilasciandola nel mezzo in cui si trovano e sono quindi 

subito disponibili per agire su altri radicali liberi. Sono inoltre i precursori della 

vitamina A (sono definiti, infatti, provitamina A), molto importante per la vista, 

la crescita ossea e lo sviluppo embrionale [45]. 

I polifenoli, come indica il nome, sono caratterizzati dalla presenza di gruppi 

fenolici associati in strutture più o meno complesse ad alto peso molecolare. In 

natura i polifenoli vengono prodotti dal metabolismo secondario delle piante e 
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sono molecole antiossidanti in quanto proteggono le cellule dai danni causati 

dai radicali liberi, che si sviluppano con il normale metabolismo cellulare e a 

causa di condizioni di stress indotto come radiazioni, fumo, agenti inquinanti, 

raggi UV, stress emotivo e fisico, additivi chimici, attacchi virali e batterici ecc. 

I polifenoli si trovano in frutta e verdura e in altri alimenti quali i semi e i cereali 

integrali. Essi sono più presenti nelle parti aeree di frutta e verdura, piuttosto 

che nel fusto e nella radice, e maggiormente nella buccia e nella parte della 

polpa più vicina ad essa. 
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3. CARATTERISTICHE STRUTTURALI E 

FUNZIONALI DELL’ENZIMA PARAOXONASI 2 

 

3.1 La famiglia delle Paraoxonasi 

La famiglia genica della Paraoxonasi nell'uomo comprende tre membri: PON1, 

PON2 e PON3.  

I prodotti di questi tre geni sono gli enzimi Paraoxonasi 1 (PON1), Paraoxonasi 

2 (PON2) e Paraoxonasi 3 (PON3) [46] , disposti in tandem sul braccio corto 

del cromosoma 7 umano (7q21.3-22.1) e sul cromosoma 6 murino (Figura 10) 

[47] [48]. I tre geni sono ben conservati nei mammiferi, e condividono il 79-

95% di identità a livello di aminoacidi e l’81-95% di identità a livello di 

nucleotidi tra le diverse specie [49]. 

Sulla base di un’analisi filogenetica, PON2 emerge come il membro più 

anziano di questa famiglia, con PON1 e PON3 che si evolvono da esso. PON2 

mostra un'identità di sequenza del 66% e l'81% di somiglianza con PON1. 

I geni umani PON1 e PON2 hanno giunzioni esone/introne che si trovano in 

posizioni equivalenti e solo PON1 ha un codone extra in posizione 106 [50]. 

 

Figura 10. Locus genico della famiglia PONs e polimorfismi genici comuni 

[47]. 
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La loro specificità del substrato e la loro localizzazione sottolineano che 

possono avere diverse funzioni nel corpo umano [51]. 

Nel 1953 Aldridge per la prima volta definì con questo termine un enzima 

(paraoxonasi 1, PON1) presente nel siero umano e animale in grado di 

idrolizzare composti tossici come gli organo fosfati e i gas nervini, tra cui il 

paraoxone.  

Il paraoxone è un metabolita reattivo prodotto, per disulforazione ossidativa dal 

sistema del citocromo P-450, a partire dal parathion contenuto negli insetticidi 

[52] [53]. PON2 e PON3 non condividono con la PON1 questa precisa attività 

enzimatica ma agiscono su diversi substrati con specificità variabili.  

Le PONs sono state riclassificate come lattonasi e possono idrolizzare un certo 

numero di lattoni acil-omoserina (acil-HCL), molecole che mediano i segnali 

di quorum-sensing batterico, importanti nella regolazione dell’espressione dei 

fattori di virulenza e nell’indurre una risposta infiammatoria nell’ospite. 

PON1 è una esterasi calcio dipendente sintetizzata prevalentemente dal fegato 

e secreta nel circolo sanguigno. In circolo la PON1 si associa alle lipoproteine 

ad alta densità (HDL). 

Studi successivi hanno dimostrato che PON1 svolge un ruolo chiave nel 

determinare le capacità antiossidanti e antinfiammatorie proprie delle HDL 

[54]. Una diminuzione dell’attività di PON1, a causa di fattori genetici e/o 

ambientali, si riflette in alterazioni delle funzioni protettive esercitate dalle 

HDL [53]. Una relazione tra l’attività di PON1 e l’insorgenza di patologie 

cardiovascolari è stata riportata da numerosi autori [55] [56]. 

In particolare, una significativa diminuzione dell’attività di PON1 è stata 

osservata nel siero di pazienti affetti da patologie associate a stress ossidativo 

come diabete di tipo 1 [57], obesità, ipercolesterolemia [58], insufficienza 

renale e infarto del miocardio. 
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Sebbene la maggior parte degli studi siano stati rivolti prevalentemente 

all’enzima PON1, ottenendo maggiori conoscenze riguardanti la sua struttura 

oltre che le funzioni, negli ultimi anni c’è stato un crescente interesse nei 

confronti degli altri due membri della famiglia delle paraoxonasi. Recenti studi 

hanno evidenziato che PON2 e PON3 svolgono anch’esse un ruolo 

antiossidante ed è stato evidenziato un loro coinvolgimento, non solo 

nell’insorgenza di patologie cardiovascolari ma anche in patologie 

neurodegenerative e patologie tumorali. In particolare, PON2 data la sua 

localizzazione intracellulare rappresenta un importante enzima di difesa per la 

cellula. 

Nella presente tesi verranno descritte le conoscenze riguardanti la paraoxonasi 

2. 
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3.2 Espressione della PON2 

La Paraoxonasi 2 (PON2) appartiene alla famiglia genica PONs, si trova sul 

braccio lungo del cromosoma 7q21.3 ed è adiacente ai membri della famiglia 

genica PON1 e PON3 [59]. Si pensa che PON2 sia il più antico dei PONs, da 

cui PON1 e PON3 si sono evoluti [60]. 

A livello di struttura genomica, PON2 è organizzato in nove esoni che 

codificano una proteina di 355 amminoacidi, circa 40-43 kDa in massa [60]. 

Grazie al suo dominio transmembrana, PON2 è incorporato nel doppio strato 

lipidico durante la traduzione ed è distribuito tra il reticolo endoplasmatico, la 

regione perinucleare, i mitocondri e la membrana plasmatica [61] . 

L’enzima paraoxonase-2 (PON2) possiede proprietà uniche che lo distinguono 

da PON1 e PON3: è diffuso in molti tipi di tessuti ed è altamente espresso negli 

organi vitali, come il cuore e i polmoni [62]. 

PON1 e PON2 hanno simile struttura ma diverse funzioni biologiche: infatti 

PON2 non può idrolizzare gli organofosfati, come il Paraoxone, ma possiede 

l’attività lattonasica [49] e pertanto ha un ruolo inibitorio nella formazione di 

biofilm e nella difesa da infezioni patogene [60], esercita un ruolo protettivo 

contro la produzione di specie reattive di ossigeno all'interno della catena 

respiratoria mitocondriale [63], quindi nella riduzione dello stress e danno 

ossidativo intracellulare.  L'attività redox di PON2 inibisce quindi l'apoptosi e 

previene la formazione di lesioni aterosclerotiche (Figura 11) [60]. 
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Figura 11. Attività di PON2 [60]. 

 

3.3 PON2: una proteina altamente espressa 

PON2 differisce dalle altre PONs in quanto non è associata alle lipoproteine 

plasmatiche ma ha una localizzazione intracellulare ed è ampiamente espressa 

in molti diversi tessuti [1]. Ng et al. [1] hanno dimostrato che i livelli più elevati 

di trascritti di PON2si ritrovano nel cuore, nel polmone, nel fegato, nella 

placenta e nei testicoli.  L'espressione di PON2 è stata osservata anche in cellule 

umane endoteliali primarie e immortalizzate e in cellule della muscolatura 

liscia arteriosa [59]. 

La PON2 presenta una lunga coda idrofobica all’N-terminale che gli permette 

di comportarsi come una proteina trans membrana di tipo II, in grado di 

occupare l’intero spessore del doppio strato fosfolipidico (Figura 12).  

Tuttavia, la localizzazione subcellulare di PON2 è ancora oggetto di studio. 

Sebbene i primi studi abbiano dimostrato che la PON2 è una proteina 

intracellulare, le prove ottenute successivamente tramite tecniche di 

microscopia confocale, frazionamento cellulare e digestione delle proteine di 
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membrana hanno rivelato che PON2 può trovarsi nella membrana nucleare, nel 

reticolo endoplasmatico (RE), nella membrana plasmatica e associata ai 

mitocondri.  

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Il Modello della disposizione della PON2 nelle membrane: il 

dominio transmembrana N-terminale funge da àncora; la porzione C 

terminale contiene il dominio enzimatico della proteina che può contrastare la 

perossidazione lipidica. 
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Nelle cellule EA.hy 926 (cellule endoteliali vascolari umane) è stata localizzata 

nel RE e a livello della membrana nucleare [64], mentre nelle linee Caco-2 e 

HT-29 (adenocarcinoma umano del colon) oltre al reticolo endoplasmatico la 

PON2 è stata rintracciata a livello della membrana citoplasmatica [65] [66].  

Altri lavori sperimentali hanno supposto anche un possibile meccanismo di 

traslocazione della PON2 dal RE alla membrana plasmatica mediato da alti 

livelli di Ca2+ intracellulare associati al danno ossidativo.  

Questi risultati lasciano supporre che la localizzazione subcellulare sia 

influenzata dal tipo cellulare in cui la PON2 è espressa. 

L’mRNA di PON2 è stato trovato nel cervello umano nelle regioni 

dopaminergiche, cioè il nucleus accumbens, striato e substantia nigra con livelli 

inferiori nella corteccia esogena cerebrale, cervelletto e ippocampo [47] [67]. 

I livelli più alti di PON2 nelle zone dopaminergiche sono interessanti, poiché 

possono essere collegati al più alto livello di danno ossidativo, dovuto al 

metabolismo della dopamina, presente proprio in queste regioni. 
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3.4 Caratteristiche strutturali di PON2 

Struttura primaria 

Il gene PON2 umano codifica per una proteina di 355 aminoacidi con una 

massa molecolare di 43 kDa [68]. Della PON2 si conosce la sequenza 

aminoacidica (Swiss-Prot id Q15165): 

 

MGRLVAVGLLGIALALLGERLLALRNRLKASREVESVDLPHCHLIKGI

EAGSEDIDILPNGLAFFSVGLKFPGLHSFAPDKPGGILMMDLKEEKPR

ARELRISRGFDLASFNPHGISTFIDNDDTVYLFVVNHPEFKNTVEIFKFE

EAENSLLHLKTVKHELLPSVNDITAVGPAHFYATNDHYFSDPFLKYLE

TYLNLHWANVVYYSPNEVKVVAEGFDSANGINISPDDKYIYVADILA

HEIHVLEKHTNMNLTQLKVLELDTLVDNLSIDPSSGDIWVGCHPNGQ

KLFVYDPNNPPSSEVLRIQNILCEKPTVTTVYANNGSVLQGSSVASVY

DGKLLIGTLYHRALYCEL 

 

La sequenza aminoacidica mostra circa il 65% di identità rispetto a quella di 

PON1 [47]. 

Attraverso la tecnica di immunoblotting sono state isolate due isoforme di 

PON2 rispettivamente di 40 e 43 kDa. Si pensa che le due isoforme 

corrispondano alla forma glicosilata e non glicosilata di PON2. Infatti, i residui 

di asparagina in posizione 254 e 323 possono formare legami N-glicosilici con 

oligosaccaridi ricchi di mannosio [59]. Tuttavia, il grado di glicosilazione di 

PON2 è eterogeneo e diversi tipi di cellule mostrano diversi patterns di 

glicosilazione. La glicosilazione sembra svolgere un ruolo importante 

soprattutto per aumentare la stabilità della proteina. [69]. 
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Struttura tridimensionale 

La struttura di PON2 (come dedotto da PON1) è caratterizzata dalla prima elica 

α (H1) all'estremità N che sporge dalla struttura globulare e l'H2 idrofobo che 

probabilmente interagisce con il bilayer lipidico (Figura 13). 

L'anello tra D6 e l'elica α-H1 è coinvolto nella stabilizzazione strutturale di 

PON1 da diverse interazioni. Guardando al modello PON2, le regioni 18-31 e 

92-109 sono molto diverse rispetto a PON1.  Il residuo ASN105 di PON1 

sembra mancante in PON2 [9]. 

 

 

Figura 13. Sovrapposizione strutturale tra modello PON1 e PON2 [9]. 

 

 

 

 

 



50 

 

La struttura tridimensionale della PON2 non è ancora stata risolta, ma sono 

state effettuate analisi comparative per estrapolare le caratteristiche strutturali 

e funzionali della PON2, a partire dalla struttura primaria PON1 (Figura 14) 

[70]. Dati relativi alla sua possibile struttura tridimensionale sono stati ottenuti 

utilizzando in silico tecniche di modeling (MODELLER 9v7) [70]. Sulla base 

delle conoscenze acquisite sulla struttura di PON1, questo software ha 

permesso di predire una possibile struttura tridimensionale di PON2 mostrata 

in Figura 14 (codice PDB: 1v04 e 4Q1U). 

Il modello prevede che la PON2 umana sia costituita da sei strutture ciascuna 

delle quali è formata da 4 beta-sheet e la tipica chiusura “a velcro” tra estremità 

N- terminale e C- terminale [70]. 

Come tutti i membri della famiglia delle paraoxonasi, anche PON2 è un enzima 

calcio- dipendente. Come mostrato, il modello prevede che i due ioni calcio si 

trovino al centro della struttura beta-propeller, distanti tra loro 7,2 Å. 

Uno ione Ca2+, interagisce con i residui Asp 168, Asp 54, e Ile 116 di PON2, 

mentre il secondo ione interagisce con i residui Glu 53, Asp 268, 269, Asn 167 

e Asn 223 della proteina [70] [59]. 

Le caratteristiche della struttura tridimensionale proposta sono state confermate 

dai calcoli ottenuti attraverso il grafico Ramachandran (server SAVS 

Procheck), riportato nella Figura 14, che ha mostrato che l'89% dei residui si 

trovano nelle regioni più favorevoli [70]. 
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Figura 14. A) Viste superiori e laterali della struttura PON2, che è 

caratterizzata da una piega dell'elica β a sei eliche (blu) con tre eliche 

sporgenti (rosso, residui idrofobici all'interno delle eliche sono stati mostrati 

come bastoncini) e regioni loop (verde). Gli ioni reattivi Ca2+ (magenta) sono 

al centro della piega dell’elica. La struttura è stata generata da Robetta sulla 

base di un PON1 di mammifero (PDB ID 1V0). 

B) Ramachandran plot del migliore modello PON2 generato usando il 

software MODELLER. I calcoli del plot di Ramachandran sulla struttura 3D 

della PON2 sono stati calcolati utilizzando PROCHECK nel server SAVS 

[70]. 
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3.5 Substrati di PON2 

Nonostante le numerose conoscenze acquisite sulla PON2, attualmente i 

substrati fisiologici di questi enzimi non sono completamente chiariti. 

Tuttavia, numerosi studi hanno dimostrato che questi enzimi in vitro sono in 

grado di idrolizzare diversi composti. Figura 15 [49] [51]. 

Sebbene la PON2 abbia un'elevata omologia nella sequenza amminoacidica 

rispetto alla PON1 e alla PON3, questo enzima ha attività catalitiche distinte. 

A differenza della PON1, PON2 non è in grado di idrolizzare altri composti 

come gli esteri organici come il fenilacetato (attività arilsterasi) [49]. 

Altri studi hanno suggerito che l'attività fisiologica delle paraoxonasi è quella 

lattonasica, legata cioè alla capacità di idrolizzare i lattoni come la 

diidrocumarina (DHC) e il 5-Tiolbutil butirrolattone (TBBL) che sono utilizzati 

come substrati per dosare l'attività lattonasica di PON2 in vitro [71]. 

I substrati PON2 rilevanti dal punto di vista fisiologico sono prodotti 

dell'ossidazione enzimatica e non enzimatica dell'acido arachidonico e 

dell'acido docosaenoico (5-HETEL e 4-Hdohe). 

Queste molecole biologicamente attive potrebbero rappresentare importanti 

substrati fisiologici dell'enzima. 

Le PONs possono idrolizzare una serie di lattoni, compresi i lattoni acil-

omoserin (acil-HCL), che sono mediatori batterici prodotti da microrganismi 

patogeni gram-negativi (come Pseudomonas Aeruginosa), che svolgono un 

ruolo importante nel regolare l'espressione dei fattori di virulenza e nell’indurre 

una risposta infiammatoria dell'ospite. L'attività più alta contro l'acil-HCL è 

esercitata da PON2 [72] [73] e questo potrebbe essere un fattore importante 

nella risposta immunitaria innata. 

I topi transgenici nei quali è stata soppressa l’espressione di PON2 in seguito 

alla somministrazione di Pseudomonas Aeruginosa hanno mostrato una ridotta 
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clearance batterica nei polmoni, nel fegato e nella milza rispetto ai topi wildtype 

[74]. 

Altri studi hanno dimostrato che nei tessuti periferici PON2 è importante nella 

modulazione della sensibilità alle proprie infezioni batteriche grazie alla forte 

attività idrolitica contro l'HCL acile per cui PON2 potrebbe rappresentare un 

bersaglio farmaceutico per la prevenzione delle infezioni [75]. 

 

 

 

 

Figura 15. Substrati delle PONs. PON1 in viola, PON2 in rosso e PON3 in 

rosa.  

 

 

 



54 

 

3.6 Azione antiossidante e antinfiammatoria di PON2 

Un’ampia letteratura scientifica supporta che le Paraoxonasi possano svolgere 

un ruolo protettivo contro lo stress ossidativo e la perossidazione lipidica [1]. 

La maggior parte degli studi sono stati condotti su PON1 e hanno dimostrato 

che la sua associazione alle HDL plasmatiche protegge le lipoproteine a bassa 

densità (LDL) e le membrane plasmatiche dalla perossidazione lipidica [57]. 

Le LDL ossidate sono citotossiche e pro-infiammatorie e sono in grado di 

promuovere la risposta infiammatoria e pro-aterogenica che caratterizza gli 

stadi iniziali dell’aterosclerosi. Pertanto, PON1 è in grado di svolgere un ruolo 

protettivo nei confronti dello sviluppo di patologie cardiovascolari.  

Un ruolo antiossidante è stato dimostrato anche per gli altri membri della 

famiglia della Paraoxonasi. 

Studi condotti su colture cellulari e modelli animali hanno dimostrato che 

analogamente a PON1 anche PON2 svolge un ruolo di protezione contro il 

danno ossidativo e la per ossidazione lipidica. Tuttavia, per la peculiare 

localizzazione cellulare, PON2 svolge la sua azione antiossidante a livello 

intracellulare.  

Studi condotti su modelli animali hanno evidenziato un ruolo svolto da PON2 

nello sviluppo di lesioni aterosclerotiche [76]. Per determinare la funzione 

antiossidante di PON2 nel processo aterosclerotico, topi nei quali veniva 

soppressa l’espressione di PON2 e topi di controllo sono stati esposti per 

quindici settimane ad una dieta ricca di grassi. Rispetto ai controlli, nei topi che 

non esprimevano l’enzima PON2 sono state osservate lesioni aterosclerotiche 

più grandi e le LDL isolate sono risultate più suscettibili all’ossidazione, 

dimostrando che PON2 possiede proprietà anti-aterogene [76]. 

L’effetto protettivo di PON2 contro il danno ossidativo è stato dimostrato 

soprattutto in modelli cellulari quali cellule endoteliali vascolari umane (cellule 
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endoteliali della vena ombelicale, cellule muscolari lisce dell’arteria coronaria 

umane e fibroblasti umani) dove la soppressione dell’espressione di PON2 

causa un significativo aumento della formazione delle specie reattive 

dell’ossigeno (ROS) a livello intracellulare [59]. Al contrario l’over-

espressione di PON2 in cellule endoteliali vascolari umane riduceva la 

formazione intracellulare di ROS a seguito del trattamento con perossido di 

idrogeno o lipidi ossidati. Le LDL incubate in presenza di cellule che over-

esprimevano PON2 presentavano una minore ossidazione rispetto alle LDL 

incubate con le cellule controllo [59]. Questi studi suggeriscono che l’azione 

protettiva di PON2 a livello intracellulare potrebbe coadiuvare l’azione 

esercitata da PON1 associata alle HDL contro lo sviluppo dell’aterosclerosi. 

Ad esempio, PON2 combatte lo stress ossidativo anche nell’intestino 

dell’uomo e del topo, nelle cellule epiteliali di carcinoma polmonare [73], nelle 

cellule tumorali intestinali Caco-2/15 [77] e nei macrofagi murini [78]. 

PON2 è espressa anche a livello delle cellule neuronali, soprattutto negli 

astrociti. Studi condotti sia in colture cellulari che su modelli animali, hanno 

dimostrato che PON2 svolge un ruolo nella protezione contro il danno 

ossidativo a livello cerebrale che è alla base di molte patologie 

neurodegenerative. Questi studi, pertanto, hanno suggerito che PON2 possa 

avere un ruolo neuroprotettivo [79]. 

Astrociti e neuroni isolati da modelli animali in cui è stata soppressa 

l’espressione di PON2 (topi PON2 -/-) risultavano più sensibili ai danni 

(formazione di prodotti di ossidazione e vitalità cellulare) indotti in vitro da 

agenti pro-ossidanti come perossido di idrogeno e 2,3-Dimethoxy- 1,4-

naphtoquinone (2,3- DMNQ) rispetto a cellule isolate da topi wild-type, e il 

grado di sensibilità era correlato al contenuto relativo di PON2 nelle cellule 

[67] [79]. 
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Come descritto in precedenza, studi sulla distribuzione cellulare hanno 

mostrato che PON2 è localizzata primariamente nei mitocondri [61] che sono 

la maggiore fonte di radicali liberi. Questa preponderante localizzazione di 

PON2 supporta quindi un ruolo nella protezione delle cellule dallo stress 

ossidativo. È stato dimostrato a tal proposito che nelle cellule endoteliali umane 

PON2 riduce, in modo specifico, il rilascio del superossido dalla membrana 

mitocondriale interna [80]. 

Inoltre, Schweikert et al. [81] hanno dimostrato che PON2 agisce come un 

potente agente antinfiammatorio contro la risposta infiammatoria causata dalla 

somministrazione di piocianina, un fattore del quorum sensing batterico. 
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3.7 Meccanismi molecolari alla base del ruolo protettivo di 

PON2 contro lo stress ossidativo  

È stato ipotizzato che PON2 possa svolgere la sua azione protettiva contro lo 

stress ossidativo mediante diversi meccanismi molecolari: 

Riduzione della formazione di ROS a livello mitocondriale; 

Inattivazione di prodotti biologicamente attivi formati a seguito della 

perossidazione degli acidi grassi a livello dei fosfolipidi delle lipoproteine e 

delle membrane cellulari. 

Come detto precedentemente PON2 è ubiquitaria e a livello intracellulare è 

localizzata prevalentemente nei mitocondri. In particolare, l’enzima PON2 si 

trova a livello della membrana interna mitocondriale (IMM), associata al 

complesso III della catena respiratoria. 

A livello della IMM c’è un’elevata produzione di specie reattive dell’ossigeno 

ROS in grado di causare danni a livello del mitocondrio e di altri comparti 

cellulari. 

È stato dimostrato che PON2 è in grado di interagire con elevata affinità con la 

coda acilica del coenzima Q10 a livello del complesso III (KD = 4.4×10-8 M).  

La stechiometria di PON2 rispetto Q10 è attualmente sconosciuta. Il 

semiquinone (coinvolto nel ciclo del coenzima Q) è un radicale libero che si 

forma dal processo di deiidrogenazione da diiroquinone a ubiquinone. Pertanto, 

è stato suggerito che PON2 possa interagire con l’intermedio reattivo 

semiquinonico in modo da prevenire la formazione di superossido [61] [82]. 

Studi condotti su cellule endoteliali umane hanno confermato che PON2 riduce 

il rilascio di superossido dalla membrana mitocondriale interna [80].  Infatti, in 

cellule HeLa l’over-espressione di PON2 (cellule PON2+) era in grado di 

proteggere il mitocondrio da disfunzioni indotte in vitro. In particolare, cellule 

PON2+ trattate con antimicina o oligomicina mostravano una ridotta 
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formazione di ROS e una maggiore produzione di ATP rispetto alle cellule 

controllo [61]. 

Il ruolo di PON2 nella protezione della funzionalità mitocondriale è confermato 

da studi su modelli animali. Topi geneticamente modificati nei quali veniva 

soppressa l’espressione di PON2 (PON2-def), mostrano una riduzione 

dell’attività del complesso mitocondriale I+III con conseguente ridotta 

formazione di ATP e un aumento del danno ossidativo a livello mitocondriale. 

In questi modelli si osserva anche una maggiore suscettibilità all’aterosclerosi 

come dimostrato da un aumento dei livelli di LDL ossidate e una maggiore 

predisposizione alla formazione di lesioni aterosclerotiche [61]. 

Sulla base di queste evidenze è stato suggerito che in carenza di PON2, non si 

ha l’interazione con il semiquinone. Il semiquinone è un radicale e dona 

elettroni all’ossigeno molecolare con formazione di superossido che a sua volta 

genera altre specie reattive dell’ossigeno e dell’azoto. L’elevata formazione di 

ROS intracellulare promuove l’ossidazione delle membrane cellulari e delle 

LDL circolanti. In queste condizioni, la maggiore formazione di LDL ossidate 

(oxLDL) associata alle proprietà pro-infiammatorie dei macrofagi e monociti 

pone le basi per lo sviluppo della placca aterosclerotica (Figura 16).  Al 

contrario, in topi wild-type PON2 è in grado di interagire in maniera adeguata 

con il semiquinone riducendo la formazione di superossido e impedendo lo 

sviluppo di aterosclerosi [82]. 

Il meccanismo alla base dell’attività antiossidante di PON2 è legato alla 

capacità dell’enzima di degradare i prodotti bioattivi dell’ossidazione 

enzimatica e non enzimatica dell’acido arachidonico e dell’acido docosaenoico 

(5-HETEL e 4-HDoHE) che potrebbero rappresentare potenziali substrati 

endogeni dell’enzima. L’inattivazione di tali composti da parte di PON2 

rappresenta un’azione protettiva e antiaterogenica, in quanto questi prodotti, 
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generati a livello delle membrane cellulari o subcellulari o sulle lipoproteine 

plasmatiche, sono in grado di propagare il danno perossidativo inducendo una 

risposta infiammatoria e pro-aterogenica. 

 

 

 

 

Figura 16. Presentazione schematica del meccanismo antiossidante suggerito 

di PON2 e PON3. 

Un modello attuale per il ruolo della PON2/3 nello sviluppo dell'aterosclerosi 

[82]. 
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3.8 Il ruolo anti apoptotico 

L'apoptosi è un fenomeno biologico che consiste in una sequenza programmata 

di eventi biochimici che operano all'eliminazione selettiva di cellule 

danneggiate, infette e potenzialmente neoplastiche dai corpi di organismi 

multicellulari. L'apoptosi è sotto stretto controllo genetico e può essere attivata 

da stimoli provenienti da più fonti. 

Inizia in risposta a segnali specifici o in presenza di vari stimoli, tra cui 

l'attivazione del recettore del fattore di necrosi tumorale (TNFR), danno al 

DNA e le principali alterazioni dello stato omeostatico della cellula [83] [84]. 

L'apoptosi avviene tipicamente attraverso una delle vie di segnalazione: 

mitocondriale (intrinseca) e il recettore della morte (estrinseca). 

Nei mitocondri il segnale di morte intracellulare induce la via intrinseca di 

apoptosi. 

Questi segnali attivano le proteine pro-apoptotiche Bcl-2, che a loro volta 

portano alla formazione dei canali che modificano la permeabilità della 

membrana mitocondriale esterna con rilascio di citocromo C nel citosol e 

conseguente attivazione di caspasi che attivano l’apoptosi cellulare. 

Le vie apoptotiche estrinseche iniziano dall'esterno della cellula e non 

coinvolgono i mitocondri. In questa via, i segnali specifici come il fattore di 

necrosi tumorale (TNF), Fas Ligand (Fasl) o legante indotto da apoptosi 

correlata al TNF (TRAIL) si legano ai death receptor transmembrana specifici 

[85]. Il legame di questi ligandi ai rispettivi specifici recettori promuove il 

reclutamento del death domain che è associato alla proteina adattatrice Fas 

(FADD) e l'attivazione della caspasi 8 o 10, la quale attiverà le caspasi effettrici 

3/7 che determineranno l'insorgenza dell'apoptosi. 

PON2, a causa dell'interazione con il coenzima Q10, diminuisce il rilascio di 

ossidanti a livello della membrana mitocondriale interna con una minore 
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perossidazione della cardiolipina e un minor rilascio di citocromo C, fornendo 

una protezione contro l'apoptosi [82]. 

Successive indagini, condotte nelle cellule endoteliali, hanno evidenziato che 

la PON2 è in grado di contrastare anche gli stimoli pro-apoptotici generati in 

seguito al danno ossidativo indotto a carico del reticolo endoplasmatico, la 

UPR. A livello molecolare, alti livelli dell’enzima inibiscono la produzione 

della proteina JNK (c-Jun N-terminal kinases). Normalmente la chinasi è 

deputata all’attivazione mediante fosforilazione del fattore di trascrizione c-

Jun, che diventa così in grado di promuovere la trascrizione di CHOP, un 

potente fattore pro-apoptotico e successiva attivazione della caspasi [80] [86] 

come mostrato nella Figura 17 [87]. 
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Figura 17. Presentazione schematica del meccanismo antiapoptotico 

suggerito per la PON2. La capacità di prevenire la formazione di O2- impatta 

su entrambi i pathway apoptotici: sia quello indotto dallo stress del RE 

(tramite l'azione su JNK e CHOP) sia quello che agisce sulla segnalazione 

mitocondriale proapoptotica come la perossidazione della cardiolipina e il 

rilascio del citocromo C [87]. 
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3.9 PON2 nelle patologie tumorali 

Utilizzando diversi modelli sperimentali, è stato dimostrato che la PON2 

all’interno delle cellule svolge un ruolo antiossidante e anti-apoptopico.  

I livelli espressione di PON2 risultano aumentati in alcuni tumori solidi come 

carcinoma della prostata, carcinoma renale, carcinoma epatocellulare, cancro 

della vescica e glioblastoma multiforme (Figura 18) [82] [86].  

In ambito pediatrico, la sovraregolazione della PON2 in soggetti affetti da 

leucemia linfoblastica acuta (LLA) è stata associata a prognosi sfavorevole 

[88].  

In alcune forme tumorali anche i livelli intracellulari di PON3 risultano più 

elevati rispetto alle controparti non neoplastiche e per questa ragione i due 

enzimi vengono spesso studiati in parallelo. 

 

 

Figura 18. Livelli di espressione della PON2 (proteina) nei tumori in 

rapporto ai rispettivi tessuti sani [86]. 
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In molte linee cellulari tumorali l’over-espressione della PON2 ha dimostrato 

conferire un aumento degli indici di proliferazione e sopravvivenza cellulare.  

Ad esempio, recentemente, la over-espressione della PON2 nella linea cellulare 

umana di cancro della vescica urinaria (cellule T24) ha portato ad un aumento 

significativo di resistenza allo stress ossidativo innescato da tert-

butilidroperossido e della proliferazione delle cellule tumorali [89].  

Al contrario il deficit di PON2 causa l'apoptosi di alcune cellule tumorali per 

sé, senza ulteriori stimoli, contribuendo a sostenere "l’ipotesi oncogenica" per 

questo enzima [80]. 

Altri autori hanno dimostrato che anche la resistenza delle cellule tumorali 

verso i chemioterapici può essere modulata da PON2: ad esempio livelli più 

alti di PON2 correlano con la resistenza verso l'inibitore delle tirosin-chinasi 

imatinib usato nel trattamento della leucemia mieloide cronica (LMC) e della 

leucemia linfoblastica acuta LLA [90]. 

Un fenomeno interessante è stato evidenziato dagli studi di array su tessuti 

tumorali e confermato in altri studi più specifici per l’enzima.  

Quando l’espressione della PON2 è valutata tenendo in considerazione lo 

stadio tumorale, la maggior espressione della PON2 risulta appartenere ai 

tessuti derivanti da neoplasie che si trovano in stadi precoci (Figura 19) [82] 

[89]. 
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Figura 19. La PON2 è maggiormente espressa nelle fasi iniziali dello 

sviluppo neoplastico piuttosto che in quelle tardive. I grafici sono 

un’elaborazione di recenti dati di array dei livelli di cDNA della PON2 

(normalizzati attraverso la GAPDH) ed espressi in relazione ai livelli dei 

relativi controlli sani [82]. 

 

Nagarajan et. al [91] hanno pertanto valutato in vivo se l'espressione di PON2 

svolgesse un ruolo nella metastatizzazione del tumore pancreatico nei siti dove 

solitamente si verifica con più frequenza: polmoni e fegato. 

Rispetto ai controlli, i tumori knockdown per la PON2 dimostravano ridurre 

significativamente il numero di metastasi, indicando che la PON2 facilita la 

crescita e la metastatizzazione multiorgano del tumore pancreatico. 
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3.10 Modulazione dell’espressione e dell’attività di PON2 

Studi in vitro e in vivo hanno dimostrato che l'espressione PON2 e la sua attività 

enzimatica aumentano durante lo stress ossidativo in diversi tipi di cellule 

(cellule Hepg2 e macrofagi), in modelli animali (topi alimentati con diete ad 

alto contenuto di grassi e topi knockout ApoE) [78] [92].  

Ad esempio, in macrofagi murini peritoneali (MPM) trattati con vari agenti che 

inducono stress ossidativo si è dimostrato un aumento dell'espressione di PON2 

e della sua attività lattonasica [78]. 

Un risultato simile è stato ottenuto nei topi diabetici, dimostrando che un 

aumento dello stress ossidativo è associato ad una maggiore espressione della 

PON2 cellulare nei macrofagi [93].  

Inoltre, è stata osservata una maggiore espressione di PON2 in risposta a vari 

composti farmaceutici, come l'agente ipolipemizzante Atorvastatina e il 

farmaco antidiabetico Rosiglitazone o una combinazione con rosiglitazone-

metformina-valsartan-Ezetimibe [94]. L’atorvastatina e il rosiglitazone nei 

HMDM e nei macrofagi murini causano elevata attività di PON2 che correla 

con una riduzione dello stress ossidativo cellulare [95] [96]. 

Shiner et.al [97] hanno studiato gli effetti da parte di una serie di sostanze 

ritenute pro-ossidanti (es. solfato di rame) e antiossidanti (es Vitamina E) 

sull’attività lattonasica della PON2 nei macrofagi. Lo studio ha rivelato che, 

entro certi range di concentrazioni, entrambe le tipologie di sostanze esaltano 

l’attività enzimatica della PON2. Le sostanze antiossidanti hanno un effetto 

bifasico sulla PON2: a concentrazioni che lasciano la cellula in uno stato di 

stress invariato rispetto al controllo, o leggermente diminuito, sembrano non 

incidere sull’espressione e l’attività della PON2, mentre invece superata una 

certa soglia di concentrazioni, il processo si inverte esaltando le attività della 

PON2 (Figura 20) [97].  
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Come per la PON1, sono attualmente in corso studi per investigare l’effetto di 

fattori dietetici sulla modulazione dell'espressione e dell’attività di PON2. 

Shiner et al. [96] hanno dimostrato che i composti polifenolici estratti dal succo 

di melagrana sono in grado di indurre l’espressione genica di PON2 e 

aumentare l’attività lattonasica nei macrofagi murini attraverso l’attivazione 

dei fattori della trascrizione del recettore γ attivato dai proliferatori dei 

perossissomi (PPARγ) e della proteina AP-1 [96]. Nello studio di Shiner et al 

è stato visto che l’effetto dei polifenoli di melagrana era dose-dipendente. Tra 

i polifenoli maggiormente responsabili dell’induzione vi è la punicalagina che 

aumenta di circa sei volte l’attività lattonasica di PON2 nei macrofagi. Nell’up-

regolazione di PON2 sembra essere coinvolta l’attivazione dei recettori 

nucleari PPARγ e della proteina AP-1. Si è visto, infatti, che l’inibizione di 

PPARγ riduceva l’effetto dei polifenoli su PON2.  

Inoltre, è stato dimostrato che l’incubazione con la quercetina induce up-

regolazione del gene di PON2 e un aumento dei livelli dell’enzima nei 

macrofagi [98] e in cellule neuronali di topo [79]. 

Un recente studio ha dimostrato che l’esposizione al fumo di sigaretta induce 

l’ossidazione dei macrofagi e un aumento dell’attività di PON2. L’incubazione 

con estratto polifenolico di melagrana riduce gli effetti ossidativi indotti dal 

fumo di sigaretta [99]. 

Un altro studio ha dimostrato come l’estratto di Yerba Mate (Ilex 

paraguariensis) porta ad un aumento dell’espressione dell’mRNA di PON2 e 

della sua attività lattonasica sia nei macrofagi in vitro che in vivo attraverso la 

somministrazione a donne [100]. Yerba mate è ricco di polifenoli come l’acido 

clorogenico e suoi isomeri, acido gallico, caffeico, epicatechine e 

gallocatechine. Studi in vitro e in modelli in vivo hanno già dimostrato le 

proprietà antiossidanti, antiinfiammatorie, ipocolesterolemiche e anti-
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aterosclerotiche di Yerba mate attraverso la capacità di inibire la perossidazione 

lipidica di plasma e LDL in soggetti sani e quindi sembra esercitare un ruolo 

importante nella prevenzione di patologie cardiovascolari [101] [102]. Alla 

luce di questi precedenti studi, si è dimostrato come Yerba mate attraverso i 

suoi composti polifenolici principali, in particolare l’acido clorogenico, 

aumenta l’espressione di PON2 e l’attività enzimatica sia arilesterasica che 

lattonasica in vitro a basse concentrazioni, mentre ad alte concentrazioni è 

responsabile della diminuzione dell’espressione dell’mRNA di PON2. Il 

meccanismo di questo duplice effetto dell’acido clorogenico sulla regolazione 

dell’espressione di PON2 non è ancora chiaro, ma si ritiene che possa essere 

simile al pathway riportato nello studio di Shiner et al. [96] sulla capacità di 

induzione, nei macrofagi murini, dell’espressione di PON2 e della sua attività 

lattonasica da parte della quercetina. Nell’ambito dello stesso studio, è stato 

riscontrato in vivo che in leucociti di donne che hanno assunto per una settimana 

Yerba mate, c’era un incremento dell’espressione genica degli enzimi 

antiossidanti superossido dismutasi e catalasi. Inoltre, è stato anche visto un 

incremento dell’attività di PON1 nel plasma e dei livelli di PON2 nei leucociti 

incubati dopo il trattamento. Alla luce di questo, il consumo di Yerba mate 

potrebbe diminuire l’accumulo di lipidi ossidati a livello delle arterie e 

l’avanzamento dell’arterosclerosi grazie alla sua azione su PON2. 

In uno studio in vitro di Yehuda et al. [103] è stato indagato il ruolo di un 

isoflavone contenuto nella radice di liquerizia, la glabridina. È stato dimostrato 

che la glabridina up-regola enzimi antiossidanti come la superossido dismutasi 

manganese dipendente, la catalasi e la PON2 in macrofagi (J774A1) trattati in 

condizioni di iperglicemia sia acuta che cronica (25mM glucosio per 3 

settimane). La glabridina ha, quindi, la capacità di rafforzare i meccanismi di 
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difesa antiossidanti e potrebbe svolgere un ruolo importante come agente 

antiaterogenico nel diabete. 

Inoltre, in un recente studio condotto in vivo, Yehuda et al. [104] hanno 

dimostrato che la glabridina ha la capacità di up-regolare l’espressione della 

PON2 nel fegato e nel muscolo cardiaco di topi in condizioni di iperglicemia e 

insulino-resistenza.  

La comprensione dei meccanismi responsabili della modulazione di PON2 

richiede necessariamente ulteriori indagini, soprattutto a fronte del recente 

interesse nell’uso di sostanze antiossidanti per il trattamento di diverse 

condizioni fisiopatologiche in cui la PON2 risulta coinvolta, quali diabete, 

aterosclerosi e neoplasie. 
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Figura 20. Relazione bifasica tra lo stress ossidativo cellulare e l'espressione 

o l’attività della proteina PON2. I macrofagi J774A.1 sono stati incubati con 

gli agenti ossidanti: AAPH (2 mM), solfato di rame (10 µM) o ferro-ascorbato 

(250 mM), o con gli antiossidanti: punicalagina (10 µM), vitamina E (25 µM) 

o idrossitoluene butilato (BHT 25 µg / ml) per 24 ore. 

In alto la curva ottenuta correlando l'espressione della PON2 con il rilascio di 

anioni superossido. 

In basso diversi marker dello stato redox cellulare in correlazione con 

l’attività lattonasica della PON2 nei medesimi campioni trattati [97]. 

 



71 

 

3.11 Fattori genetici 

Il gene PON2 umano ha due polimorfismi comuni, che si traducono in 

sostituzioni amminoacidiche di un’alanina (A) o glicina (G) al codone 148 

(A148G) e una cisteina (C) o serina (S) al codone 311 (C311S) [1]. Sulla base 

delle prove attuali, la maggior parte delle popolazioni porta l'allele A al codone 

148 e l'allele S al codone 311 [62]. 

Molti studi hanno studiato le frequenze del polimorfismo genico PON2 in 

diversi gruppi etnici.  

Il polimorfismo A148G è correlato alla variazione del colesterolo totale e delle 

LDL, con livelli di glucosio nel plasma a digiuno e con il peso alla nascita [46]. 

L'associazione tra PON2 e polimorfismo 148 è stata correlata al diabete non 

insulino-dipendente ed è stato visto negli aborigeni canadesi [105], nel diabete 

di tipo 2 negli americani [106], e in problemi neonatali delle popolazioni 

asiatiche [107] [108]. 

Il polimorfismo C311S è correlato con la malattia coronarica, ictus ischemico 

in pazienti con diabete mellito di tipo 2, con la malattia di Alzheimer e con la 

ridotta massa ossea nelle donne in post-menopausa [46]. La variante della 

PON2 311 è stata associata a malattie coronariche nelle persone asiatiche e 

cinesi e iraniane, a una malattia coronarica nelle donne cinesi e ad infarto 

miocardico acuto nelle persone italiane [109] [110] [111] [112] [113]. 

Questa variabilità suggerisce che le differenze etniche, le interazioni gene-gene 

e la suscettibilità ai fattori ambientali potrebbero modulare la relazione tra i 

polimorfismi PON2 e l'insorgenza di numerose malattie umane. 
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MATERIALI E METODI 

4.1 Materiali 

Tutti i materiali per le colture cellulari sono stati acquistati da Euroclone 

(Euroclone, Italia). Tutti reagenti per le analisi in citofluorimetria e i reattivi 

per le analisi di Western blot, sono stati acquistati dalla ditta Merck Millipore 

(Darmstadt, Germania).  

 

4.2 Metodi  

4.2.1 Modello cellulare utilizzato 

Nel presente lavoro di tesi sono state utilizzate le cellule HDF (Human Dermal 

Fibroblast) neonatali. La linea cellulare HDF è stata incubata a 37°C con 

atmosfera umidificata al 5% di CO2 ed è stata fatta crescere in adesione, 

mantenuta in terreno D-MEM (Dulbecco-Modified Eagle’s Medium) 

supplementato con 10% di FBS (Fetal Bovine Serum), 1% di glutammina, 1% 

di penicillina/streptomicina e 1% di aminoacidi non essenziali. Il terreno 

completo è stato mantenuto a +4° C in camera fredda e preriscaldato prima di 

venire utilizzato, in un bagnetto termostatato, fino al raggiungimento di 37°C 

cioè la temperatura necessaria per evitare qualsiasi tipo di shock termico. 

Le HDF crescono in monostrato e sono caratterizzate dall’inibizione da 

contatto assumendo la tipica forma fusiforme una volta raggiunta la confluenza 

del 100%.  (Figura 21). 
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Figura 21. Linea cellulare utilizzata per gli esperimenti. 

Cellule HDF (Human Dermal fibroblast cells). 

 

Nell’allestimento della coltura cellulare è fondamentale mantenere la massima 

sterilità, utilizzando non solo supporti sterili, ma anche prendendo tutti i 

possibili accorgimenti utili ad evitare qualsiasi tipo di contaminazione, poiché 

materiali come i mezzi di coltura rappresentano l’habitat ideale per lo sviluppo 

e la crescita di batteri, lieviti e funghi. A tal proposito tutti i reattivi utilizzati 

per il trattamento delle colture sono stati sterilizzati mediante l’utilizzo 

dell’alcool 70%. 

Una volta raggiunto il 70/80 % di confluenza, le cellule sono state staccate e 

successivamente seminate su piastre multiwell o su petri per l’allestimento dei 

vari esperimenti, o su fiasche F25 o F75 per l’espansione cellulare al fine di 

avere la cosiddetta coltura di mantenimento. 

Gli esperimenti sono stati condotti tra il 10° e il 19° passaggio. 

Le cellule HDF sono state piastrate in quantità differente secondo quanto 

suggerito dal produttore a seconda dei diversi supporti utilizzati per 

l’irraggiamento (dishes 52mm, multiwell 6) in maniera tale da poterle esporre 

all’azione dei raggi UVA. 

Arrivate dopo diversi giorni dalla semina ad una confluenza di circa 70-80%, è 

stato rimosso il mezzo e le cellule adese sono state lavate con 5 mL di 
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Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline 10X senza calcio e magnesio (PBS) ed 

esposte ai raggi UVA secondo il seguente schema: 

- Controllo (nessuna esposizione ai raggi UVA) 

- esposizione UVA 5’ 

- esposizione UVA 10’ 

- esposizione UVA 15’ 

Dopo queste prime esposizioni ai raggi UVA, basandoci anche su studi trovati 

in letteratura condotti su cellule HDF, è stata scelta la condizione di esposizione 

ai raggi UVA di 10’. 

Sono stati allestiti nuovi esperimenti a questo time point per osservarne si 

l’effetto citotossico sia l’effetto modulatorio dell’enzima PON2 anche in 

diversi tempi di recupero, incubandole a 37°C con atmosfera umidificata al 5% 

di CO2. 

Le condizioni adottate sono state le seguenti: 

- Controllo (nessuna esposizione ai raggi UVA) 

- esposizione (UVA 10’) 

- esposizione (UVA 10’) + 2h recupero 

- esposizione (UVA 10’) + 4h recupero 

- esposizione (UVA 10’) + 24h recupero 

 

Nel presente lavoro di tesi si è voluto indagare se l’espressione della PON2 che 

viene modulata dall’esposizione ai raggi UVA potesse essere mitigata dalla 

presenza di una crema solare, che funziona da schermo contro i raggi UVA. 

La crema è una crema solare SPF 30, con formulazione innovativa prodotta in 

USA e presente in commercio. Contiene 3 filtri solari (etiliesil salicilato, 

homosalato e butilmetossidibenzoilmetano) che filtrano sia la porzione del 

UVA che del UVB. L’apposita quantità di crema (2 mg/cm2 secondo il 
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regolamento COLIPA) è stata spalmata con un dito coperto con un guanto di 

lattice, su vetrini circolari di quarzo, perfettamente combacianti con i pozzetti 

delle piastre multiwell da 6 impiegate per le colture cellulari.  

La quantità di crema precedentemente calcolata e pesata, e’ stata prelevata con 

una pipetta e puntali appositi, e spalmata delicatamente e in modo uniforme su 

tutta la superficie del vetrino utilizzando l’indice ricoperto da un guanto in 

lattice. I vetrini così preparati sono stati mantenuti al buio 30 min prima 

dell’irraggiamento.  

Gli esperimenti sono stati sono stati condotti utilizzando il seguente schema: 

- Controllo (nessuna esposizione ai raggi UVA) 

- esposizione (UVA 10’) 

- esposizione (UVA 10’) + crema 

- esposizione (UVA 10’) + 2h recupero 

- esposizione (UVA 10’ + crema) + 2h recupero 
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4.2.2 Irraggiamento con lampada solare UVA 

L’irraggiamento delle colture cellulari con raggia UVA è stato effettuato 

mediante una lampada solare abbronzante commerciale, una Philips Original 

Home Solarium (modello 80 406/A; Philips, Groningen, Olanda, dotata di 

bulbo Philips HPA, Uv tipo 3; erogante un flusso di 50 mW/cm2 tra 300 e 400 

nm (Figura 22). La lampada è stata poggiata in posizione orizzontale su un 

supporto apposito, tale da poter irraggiare i campioni dall’alto ad una distanza 

di 20 cm dalla sorgente luminosa.  

Le cellule da trattare sono state lavate e coperte con uno strato sottile di PBS 

(1mL) e successivamente irraggiate con raggi UVA. Prima dell’esposizione, il 

coperchio di plastica della multiwell è stato rimosso e sostituito da vetrini 

circolari di quarzo contenenti o meno la crema spalmata come descritto sopra. 

Dopo aver collocato la piastra multiwell su un blocco di ottone incassato nel 

ghiaccio al fine di ridurre l’evaporazione, le cellule sono state irraggiate per 

tempi diversi a seconda dell’esperimento. Per esempio, per poter valutare la 

produzione di ROS, la vitalità e l’espressione della PON2 in presenza ed in 

assenza di crema solare, le cellule sono state irraggiate per 10 min (180 kJ/m2), 

una dose che approssimativamente equivale a circa 60 minuti di esposizione al 

sole nella riviera francese (Nizza) in estate a mezzogiorno.  

Terminato il periodo di irraggiamento, il PBS è stato rimosso e sostituito con il 

mezzo di coltura cellulare fresco. Gli esperimenti sono stati condotti in acuto 

(tempo 0, ovvero’ subito dopo irraggiamento) e a distanza di 2, 4 e 24 h post- 

irraggiamento dei fibroblasti. 
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Figura 22. Lampada abbronzante solare commerciale Philips Original Home 

Solarium 

 

4.2.3 Estratto proteico totale e quantificazione proteica 

mediante metodo BCA 

Dopo l’esposizione ai raggi UVA, per ogni condizione sperimentale, le cellule 

sono state staccate o con l’utilizzo del cell scraper o per azione della tripsina (5 

minuti a 37 °C al 5% CO2). Per le analisi western blott, le dishes 32 mm nelle 

diverse condizioni sperimentali, sono state poste in ghiaccio e mediante cell-

scraper le cellule sono state staccate in presenza di PBS freddo (4°C). Per 

quanto riguarda la determinazione della vitalità cellulare e dei radicali liberi, le 

cellule sono state staccate con tripsina, l'enzima più frequentemente impiegato 

per la disgregazione poiché ben tollerato da molti tessuti e facilmente 

neutralizzabile dal siero fetale bovino contenuto nel mezzo di coltura. 

Nei pellet cellulari ottenuti mediante centrifugazione a 10’ a 13000 rpm a 4°C 

è stata eseguita l’estrazione proteica mediante cocktail: inibitore di proteasi 

50X e RIPA buffer. Gli estratti sono stati congelati a -80°C. I campioni sono 
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stati scongelati per permettere la lisi cellulare da shock termico, e centrifugati 

per recuperare l’estratto proteico (600g per 10 minuti a 4°C). La 

quantificazione delle proteine è stata effettuata mediante metodo BCA [114]. Il 

metodo si basa sulla capacità delle proteine di ridurre gli ioni rameici a rameosi 

in ambiente basico. Gli ioni rameosi reagiscono con il reagente di Acido 

Bicinconinico (BCA), performare un complesso viola-porpora. La reazione 

viene seguita per 30 minuti a 37°C. Il colore viene misurato alla lunghezza 

d’onda di 562 nm ed è lineare con la concentrazione proteica. 

 

4.2.4 Analisi dell’espressione proteica mediante Western Blot 

L’ espressione dell’enzima PON2 e delle proteine Ga-modificate in seguito all’ 

irraggiamento da UVA è stata valutata mediante la tecnica del Western Blot in 

tutte le condizioni sperimentali.  È una tecnica che permette di identificare una 

determinata proteina, mediante il riconoscimento da parte di specifici anticorpi. 

La miscela di proteine viene separata in condizioni denaturanti SDS-page, in 

base alle loro dimensioni utilizzando un gel di policrilammide.  

Un quantitativo di circa 25µg dell’estratto proteico ottenuto da ciascun 

campione è stato sottoposto ad elettroforesi impiegando un running gel ad una 

concentrazione di poliacrilamide pari al 12%. Al termine della corsa 

elettroforetica le proteine sono state trasferite dal gel ad una membrana di 

fluoruro di polivinilidene (PVDF).  Il gel è stato immerso nel tampone di 

trasferimento per 10’, mentre la membrana di PVDF, essendo altamente 

idrofobica, è stata dapprima immersa in metanolo 100% per alcuni secondi, 

quindi in acqua per 2-3 minuti ed infine nel tampone di trasferimento per 30’.  

Il trasferimento delle proteine è stato condotto overnight, a 20 V costanti, a 

4°C. Successivamente la membrana è stata bloccata per 5’ a temperatura 

ambiente ed è stata poi incubata con anticorpi policlonali di anti-PON2 o con 
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Anti-AGE (Advanced Glycated End-products) (Merk Millipore) in BSA 1 % 

per 1 ora e mezza a temperatura ambiente. Dopo i lavaggi effettuati con TBS-

TWEEN20 1%, la membrana è stata incubata con l’anticorpo secondario 

idoneo per 1 ora e mezza.  

Dopo aver eseguito altri lavaggi, si è passato alla rivelazione delle bande 

mediante Immobilon crescendo (Biorad) al Chemidoc (Biorad). Le bande sono 

state analizzate mediante l’utilizzo del software ImageLab (Bio-Rad). 

 

 

4.2.5 Analisi della vitalità cellulare e dei livelli intracellulari dei 

ROS 

L’analisi dei livelli intracellulari di ROS è stata   effettuata in fluorimetria 

mediante l’utilizzo del la diclorofluoresceina diacetato (DCFH- DA), tale 

saggio è comunemente adottato per valutare la produzione intracellulare di 

perossidi. La sonda diffonde facilmente all’interno delle cellule e viene 

idrolizzata dalle esterasi intracellulari che rimuovono i gruppi acetati 

rendendola polare e quindi impermeabile. Il nuovo viene ossidato a livello 

intracellulare dai ROS dando origine alla formazione di 2,7- 

diclorofluoresceina (DCF), una molecola altamente fluorescente che emette ad 

una lunghezza d’onda di 532 nm (Figura 23). L’incremento di fluorescenza nel 

tempo è proporzionale ai livelli di ROS intracellulari e perciò la capacità 

antiossidante dell’estratto può essere correlata alla fluorescenza della sonda.  

Le cellule sono state marcate con la sonda ad una concentrazione finale di 1 

μM e incubate a 37°C al buio per 30 min; successivamente l’eccesso di sonda 

è stata eliminata con un serie di lavaggi in PBS e le cellule nelle diverse 

condizioni sono state staccate con l’utilizzo della  tripsina. 

Le cellule sono state traferite in eppendorf, centrifugate a 600g per 5’ a 4°C,  
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e risospese in 200 μL di PBS.  Di questi, 50μL sono stati trasferiti in  eppendorf 

precedentemente preparate contenenti 200 μL di  sonda Via Count millipore 

opportunamente diluita secondo datasheet, e posti  per 5 minuti in  ghiaccio  e 

al buio. Questa sonda è in grado di fornire un dato quantitativo di cellule vive, 

morte e apoptotiche. Trascorso il tempo di incubazione è stata effettuata la 

lettura al citofluorimetro (Millipore-Guava easyCyte). 

 

 

Figura 23. Meccanismo d’azione della DCF-DA nei saggi ossidativo 

intracellulare. 
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4.3 Analisi statistica dei risultati 

Gli esperimenti sono stati condotti effettuando il triplicato sia tecnico che  

sperimentale e i dati ottenuti sono stati analizzati mediante i test statistici  

One Way Anova, utilizzando il Tukey Test come fattore di correzione nel caso 

delle comparazioni multiple. I dati sulla vitalità cellulare e sui livelli 

intracellulari di ROS sono rappresentati come istogrammi che illustrano la 

media più o meno l’errore standard (SEM) della percentuale di cellule ad 

elevato contenuto di ROS. L’analisi densitometrica delle bande relative all’ 

espressione proteica è stata effettuata mediante ImageLab (Bio-Rad), software, 

normalizzando i dati contro la vinculina di ciascun campione.  
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RISULTATI 

5.1 Effetto dell’esposizione a raggi UVA sull’ espressione 

dell’enzima PON2 in fibroblasti dermici 

 

Lo studio è stato eseguito utilizzando un modello in vitro di cellule neonatali di 

derma umano (HDF, human dermal fibroblasts), sottoposte ad irraggiamento 

con raggi UVA emessi da una lampada UVA (Philips Original Home 

Solarium).  

In una fase preliminare dello studio, al fine di identificare il tempo ottimale di 

irraggiamento, le cellule sono state sottoposte ad irraggiamento per tempi 

diversi, 5, 10 e 15 minuti e al termine di ogni trattamento sono stati valutati i 

livelli di PON2 cellulari mediante Western blot. 

In figura 24 è riportato la variazione dell’espressione di PON2 nelle diverse 

condizioni sperimentali. L’analisi densitometrica delle bande ha mostrato un 

significativo aumento dell’espressione della PON2 nelle cellule irraggiate 

rispetto alla condizione di controllo (no UVA). La variazione è significativa 

dopo 5 e 10 minuti con un incremento di 1.9 e di 1.7 rispettivamente rispetto al 

controllo (p <0,05). L’ esposizione per 15 minuti non induce differenze 

significative rispetto alla condizione di controllo. 

Tuttavia, a 15 minuti le cellule presentavano modifiche morfologiche e una 

mortalità troppo elevata per permettere analisi successive, pertanto si è deciso 

di utilizzare per gli esperimenti successivi la condizione di irraggiamento con 

UVA a 10 minuti (T0). 
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Figura 24: Modulazione della PON2 a seguito di esposizione a raggi UVA: 

Analisi densitometrica dell'espressione di PON2 in cellule HUDE in seguito 

all’esposizione ai raggi UVA per 5, 10 e 15 minuti. I dati sono normalizzati 

con GADPH ed espressi come media ± SD, n = 3. Lettere diverse indicano 

differenze statistiche tra i campioni (test di confronto multiplo post-hoc di 

Tukey, p<0,05). 
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5.2 Effetto dell’esposizione a raggi UVA sulla vitalità 

cellulare e sulla produzione intracellulare di ROS e 

AGEs in cellule HDF a diversi time point post-

irraggiamento 

L’analisi citofluorimetrica della vitalità cellulare è stata effettuata tramite 

l’impiego di un’apposita miscela di due fluorocromi (ViaCount), in grado di 

discriminare le cellule vive da quelle apoptotiche e morte. L’analisi è stata 

eseguita in cellule HDF, esposte a raggi UVA per 10 minuti (T0) e dopo 2h, 

4h, 24h dall’esposizione.  

Come mostrato nella figura 25, l’irraggiamento per 10 minuti causa una 

significativa diminuzione della percentuale di cellule vive (circa il 70%) e un 

aumento significativo delle cellule morte ed apoptotiche rispetto alle cellule di 

controllo (p <0,05). Nella fase post-irraggiamento, si assiste ad un aumento 

della vitalità cellulare e ad una conseguente diminuzione della mortalità rispetto 

al T0, osservabile già a due ore e in tutte le altre misurazioni condotte nei 

diversi time points (p <0,05).  

Contemporaneamente all’analisi della vitalità cellulare e con le stesse 

condizioni sperimentali, sono stati analizzati al citofluorimetro anche i livelli 

intracellulari di specie reattive dell’ossigeno (ROS), utilizzando la sonda 

DCFDH2, una forma ridotta di fluoresceina la cui intensità di fluorescenza 

risulta direttamente proporzionale alla quantità di radicali liberi presenti 

all’interno delle cellule vitali, a loro volta discriminate tramite il simultaneo 

impiego di ViaCount. Per mettere meglio in evidenza la produzione dei ROS 

in seguito all’insulto ossidativo, rappresentato dall’irraggiamento con raggi 

UVA, la popolazione cellulare è stata suddivisa in cellule con un basso, medio 

e alto contenuto di ROS, regioni stabilite arbitrariamente definendo su una 
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popolazione di controllo negativo non irraggiato la regione alto contenuto pari 

al 10% e basso contenuto di ROS pari al 90% della popolazione totale. 

Come mostrato nella figura 26, l’esposizione dei fibroblasti all’irraggiamento 

con UVA per 10 minuti induce un aumento dei livelli di ROS intracellulari con 

un significativo l’aumento della percentuale di cellule con un alto contenuto di 

ROS di circa 80% (p <0,05).  Nella fase post-irraggiamento, si assiste ad una 

diminuzione dei livelli di ROS intracellulari. La diminuzione è osservabile in 

tutte le misurazioni condotte nei diversi time points (p <0,05).   

I dati sono in linea con la vitalità cellulare, come mostrato nella figura 27, una 

correlazione negativa è stata stabilita tra la percentuale di cellule vive e 

percentuale di cellule ad alto contenuto di ROS in cellule HDF trattate nelle 

diverse condizioni sperimentali (r=-0,91, p<0.05).  

A fine di caratterizzare ulteriormente il danno indotto dai raggi UVA sulle 

cellule è stata valutata la formazione di intermedi altamente reattivi della 

reazione di Maillard, come i composti di glicazione avanzata (AGEs), che si 

formano a seguito della reazione di glicazione non enzimatica delle proteine. 

In particolare, mediante Western-blott sono stati valutati i livelli di GA-proteins 

ossia proteine legate alla glicolaldeide. Come mostrato nella figura 28, un 

significativo aumento di GA-proteins si osserva nelle cellule irraggiate per 10 

minuti rispetto alle cellule non irraggiate (p<0,05). Come i ROS, anche i livelli 

di GA proteins tendono a diminuire nella fase post-irraggiamento.  

I risultati indicato che UVA inducono un’azione citotossica e che i ROS sono i 

mediatori chiave dell’azione citotossica indotta dall’esposizione ai raggi UVA. 

Inoltre, i risultati dimostrano che nella fase post-irraggiamento le cellule 

attivano dei meccanismi che permettono di ridurre la formazione di ROS e di 

conseguenza di permettere alle cellule di proliferare, tuttavia le condizioni ma 

non ritornano, nemmeno dopo 24 ore, alle condizioni delle cellule non trattate. 
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Figura 25. Effetto dell’esposizione a raggi UVA sulla vitalità cellulare: 

Percentuale (%) di cellule morte, apoptotiche e vive in cellule HDF non 

irraggiate (NO UVA) o esposte a 10 minuti d’irraggiamento (UVA) e in 

cellule dopo 2 h, 4 h e 24 h dopo l’esposizione. I dati sono espressi come 

media ±SEM, n = 3. Lettere diverse indicano differenze statistiche tra i 

campioni (test di confronto multiplo post-hoc di Tukey, p< 0,05). 
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Figura 26. Effetto dell’esposizione a UVA sulla formazione di specie reattive 

dell’ossigeno (ROS) Percentuale (%) di cellule ad alto contenuto di ROS in 

cellule in cellule HDF non irraggiate (NO UVA) o esposte a 10 minuti 

d’irraggiamento (UVA) e in cellule dopo 2 h, 4 h e 24 h dopo l’esposizione. I 

dati sono espressi come media ± SEM, n = 3. Lettere diverse indicano 

differenze statistiche tra i campioni (test di confronto multiplo post-hoc di 

Tukey, p< 0,05). 

 

 

 

 

 



88 

 

 

Figura 27. Relazione tra vitalità e produzione intracellulare di ROS. 

Relazione tra percentuale di cellule vive e percentuale di cellule ad alto 

contenuto di ROS in cellule in cellule HDF trattate nelle diverse condizioni 

sperimentali. 
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Figura 28. Effetto dell’esposizione a UVA sulla formazione di composti di 

glicazione avanzata. Livelli di GA-proteins in cellule in cellule HDF non 

irraggiate (NO UVA) o esposte a 10 minuti d’irraggiamento (UVA) e in 

cellule 2 h dopo l’esposizione. I dati sono espressi come media ± SEM, n = 3. 

Lettere diverse indicano differenze statistiche tra i campioni (test di confronto 

multiplo post-hoc di Tukey, p< 0,05). 
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5.3 L’effetto dell’esposizione a raggi UVA in cellule 

HDF: analisi dell’espressione di PON2 a diversi time 

point post-irraggiamento 

 

Come descritto precedentemente, l’esposizione delle cellule HDF ai raggi UVA 

modula l’espressione di PON2, abbiamo quindi voluto investigare l’andamento 

dell’espressione di questo enzima anche nella fase post-irraggiamento. A tale 

scopo i livelli di PON2 sono stati valutati mediante Western Blott nelle cellule 

esposte 10 minuti a UVA e dopo 2h, 4h, 24h dall’esposizione.   

La figura 29 mostra l’analisi densitometrica dei livelli dell’enzima PON2 nelle 

cellule trattate nelle diverse condizioni sperimentali. Come descritto 

precedentemente, l’esposizione delle cellule HDF per 10 minuti ai raggi UVA 

induce un aumento dell’espressione di PON2. Nella fase post-irraggiamento di 

osserva una graduale diminuzione dei livelli di PON2, dopo 24 h 

dall’esposizione i livelli tornano a quelli di osservati nelle cellule non trattate. 

Una relazione è stata osservata tra i livelli di PON2 e la formazione di ROS 

intracellulare. Come mostrato nella figura 30, una correlazione positiva è stata 

stabilita tra i livelli di PON2 e la percentuale di cellule ad alto contenuto di 

ROS in cellule HDF trattate nelle diverse condizioni sperimentali (r=-0,73, 

p<0.05).  

Come descritto nella parte introduttiva della tesi, PON2 svolge un ruolo 

antiossidante e anti-apoptotico, pertanto sulla base dei dati ottenuti, è possibile 

ipotizzare che l’aumento dell’espressione dei livelli di PON2 rappresenti uno 

dei meccanismi di difesa e di riparo messi in atto dalle cellule a seguito del 

trattamento con UVA e che l’aumento dei ROS svolge un ruolo chiave nel 

controllo dell’espressione cellulare di PON2 nelle cellule HFD.   
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Figura 29. Espressione di PON2 a diversi time point: Analisi densitometrica 

dell'espressione di PON2 in cellule in cellule in cellule HDF non irraggiate 

(NO UVA) o esposte a 10 minuti d’irraggiamento (UVA) e in cellule dopo 2 

h, 4 h e 24 h dall’esposizione. I dati sono normalizzati con Vinculina ed 

espressi come media ± SD, n = 3. Lettere diverse indicano differenze 

statistiche tra i campioni (test di confronto multiplo post-hoc di Tukey, 

p<0,05) 
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Figura 30. Relazione tra livelli di PON2 e produzione intracellulare di ROS. 

Relazione tra livelli di PON2 e percentuale di cellule ad alto contenuto di 

ROS in cellule in cellule HDF trattate nelle diverse condizioni sperimentali. 
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5.4 L’effetto della crema solare sull’esposizione a raggi 

UVA in cellule HUDE: analisi della citotossicità e 

espressione di PON2  

 

Nel presente lavoro di tesi è stata valutata l’effetto protettivo dai danni indotti 

dall’esposizione ai raggi UVA di una crema solare. A tale scopo la vitalità 

cellulare, i livelli di ROS intracellulare, i livelli di AGEs e i livelli di PON2 

sono stati valutati in cellule HDF esposte per 10 minuti a UVA in presenza di 

crema solare con SPF di 30 e dopo 2 ore dall’esposizione e confrontati con 

quelli osservati nelle cellule non schermate.  

L’analisi citofluorimetrica della vitalità cellulare mostra che la crema è in grado 

di preservare la vitalità cellulare. Come riportato nella figura 31, nelle cellule 

irraggiate per 10 minuti in presenza di crema, si assiste ad un aumento 

significativo della vitalità cellulare (circa 80%) rispetto alle cellule irraggiate 

senza crema. Allo stesso tempo, la percentuale di cellule morte e apoptotiche 

sono simili a quelli osservati nelle cellule non irraggiate. La crema mostra un 

effetto protettivo anche nella condizione di recupero post irraggiamento. Come 

mostrato in figura 31, in presenza di crema, dopo 2 ore i valori di vitalità sono 

simili a quelli osservati nelle cellule non irraggiate. 

Parallelamente alla vitalità cellulare, la presenza della crema ha ridotto 

l’aumento della percentuale di cellule con un alto contenuto di ROS in seguito 

all’esposizione per 10 minuti ai raggi UVA (p <0,05) (Figura 32). La presenza 

della crema porta ad una diminuzione dei livelli di ROS intracellulari anche 

dopo le 2h dall’esposizione, infatti la percentuale di cellule con un alto 

contenuto di ROS si riduce e i valori sono simili a quelli osservati nelle cellule 

non irraggiate.  
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La presenza della crema mostra un effetto protettivo anche nei confronti della 

glicazione non enzimatica delle proteine. Come mostrato nella figura 33 una 

diminuzione significativa dei livelli di GA-proteins si osservano nelle HFD 

irraggiate in presenza di crema rispetto alle cellule non schermate.  

Come mostrato nella figura 34 la presenza di crema riduce significativamente 

l’aumento di PON2 indotto dall’esposizione di UVA. L’espressione 

dell’enzima PON2 in presenza di crema solare è significativamente ridotta di 

circa 1,9 volte (p <0,05). Dopo due ore dall’esposizione i livelli di enzima 

risultano essere significativamente più bassi rispetto a quelle delle cellule non 

irraggiate (p <0,05). 
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Figura 31. Effetto della crema solare sulla citotossicità indotta da esposizione 

a UVA: Percentuale (%) di cellule morte, apoptotiche e vive in cellule HFD 

non irraggiate (NO UVA) o esposte a 10 minuti d’irraggiamento (UVA) e 

successivo recupero (2 h) in presenza ed in assenza di crema solare.  I dati 

sono espressi come media ±SEM, n = 3. Lettere diverse indicano differenze 

statistiche tra i campioni (test di confronto multiplo post-hoc di Tukey, 

p<0,05). 

 

 

 

 

 



96 

 

 

Figura 32. Effetto della crema solare sulla formazione di ROS indotta da 

esposizione a UVA: Percentuale (%) di cellule ad alto contenuto di ROS in 

cellule Hude non irraggiate (NO UVA) o esposte a 10 minuti d’irraggiamento 

(UVA) e successivo recupero (2 h) in presenza ed in assenza di crema solare.  

I dati sono espressi come media ± SEM, n = 3. Lettere diverse indicano 

differenze statistiche tra i campioni (test di confronto multiplo post-hoc di 

Tukey, p<0,05. 
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Figura 33. Espressione di proteine GA-modificate post- irraggiamento in 

presenza ed in assenza di crema solare: Analisi densitometrica 

dell'espressione di proteine GA-modificate in cellule HFD non irraggiate (NO 

UVA) o esposte a 10 minuti d’irraggiamento (UVA) e successivo recupero (2 

h) in presenza ed in assenza di crema solare. I dati sono normalizzati con 

Vinculina ed espressi come media ± SD, n = 3. Lettere diverse indicano 

differenze statistiche tra i campioni (test di confronto multiplo post-hoc di 

Tukey, p<0,05). 
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Figura 34. Espressione di PON2 post- irraggiamento in presenza ed in 

assenza di crema solare: Analisi densitometrica dell'espressione di PON2 in 

cellule HUDE non irraggiate (NO UVA) o esposte a 10 minuti 

d’irraggiamento (0 h) e successivo recupero (2 h) in presenza ed in assenza di 

crema solare. I dati sono normalizzati con Vinculina ed espressi come media 

± SD, n = 3. Lettere diverse indicano differenze statistiche tra i campioni (test 

di confronto multiplo post-hoc di Tukey, p<0,05. 
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CONCLUSIONI 

È noto che le cellule del derma sono quelle più esposte agli insulti fisici, 

ambientali, e biologici, tra i quali l’esposizione alla radiazione ultravioletta che 

possono indurre risposte biologiche che portano a danni cellulari attraverso la 

generazione di specie reattive dell'ossigeno (ROS).  

Sebbene la radiazione UVC sia quella potenzialmente più dannosa per i sistemi 

biologici, questa viene tuttavia efficacemente filtrata dallo strato di ozono. Al 

contrario i raggi UVA e UVB non vengono schermati. I raggi UVA 

costituiscono la maggior componente ultravioletta che arriva sulla terra (il 90-

95% della radiazione UV totale), essi sono in grado di penetrare nel derma dove 

risiedono i fibroblasti e di indurre il danno cellulare attraverso la generazione 

di ROS, e attraverso la fotoeccitazione di fotosensibilizzatori endogeni. che 

sono in grado di ossidare molteplici componenti cellulari come carboidrati, 

lipidi, proteine e DNA. Pertanto, l'intensa o eccessiva esposizione ai raggi UVA 

porta a ustioni solari, eritema, infiammazione, iperpigmentazione, rughe, 

iperplasia, fotoinvecchiamento e fotocarcinogenesi. La correlazione tra 

l’esposizione alla luce solare e l’insorgenza di tumori cutanei ha portato nel 

2009 l’International Agency for Research on Cancer (IARC) a classificare le 

radiazioni solari tra i cancerogeni di Classe I.  

Le cellule del derma, tuttavia, possiedono vari meccanismi di difesa e di riparo 

endogeni che concorrono a proteggere il danno ossidativo mediato da UV e a 

mantenere l’integrità cellulare, tra questi l’enzima Paraoxonasi-2 (PON2). 

PON2 è un membro della famiglia delle Paraoxonasi. È un enzima 

intracellulare e ubiquitario. Un’ampia letteratura scientifica supporta un ruolo 

protettivo di PON2 contro lo stress ossidativo e la perossidazione lipidica [1]. 

Fattori genetici e ambientali sono in grado di influenzare l’espressione e 

l’attività di PON2.  
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Pertanto, lo scopo della presente tesi è stato investigare l’effetto 

dell’esposizione a raggi UVA sull’espressione di PON2 utilizzando fibroblasti 

di derma umano, come modello cellulare. Le cellule sono state esposte a raggi 

UVA per 10 minuti, equivalente a circa 180 kJ/m2, una dose che 

approssimativamente equivale a circa 60 minuti di esposizione al sole nella 

riviera francese (Nizza) in estate a mezzogiorno. Il foto-danno e la variazione 

dell’espressione di PON2 sono stati valutati in funzione del tempo post-

irraggiamento (0, 2, 4 e 24 ore). Lo studio è stato condotto in presenza di una 

crema solare contenenti filtri chimici con spf 30. 

Nel presente lavoro di tesi il foto-danno è stato quantificato in termini di vitalità 

cellulare, di livelli intracellulari di specie reattive dell’ossigeno (ROS). 

Lo studio della vitalità cellulare mediante citometria, che ha messo in evidenza 

una significava diminuzione della percentuale di cellule vitali e un significativo 

aumento della percentuale di cellule apoptotiche e morte dopo esposizione per 

10 minuti rispetto alle cellule non irraggiate.  La percentuale di cellule vive 

aumenta gradualmente nella fase post-irraggiamento. Le cellule irraggiate per 

10 minuti mostrano anche un significativo aumento dei livelli di ROS che nella 

fase post-irraggiamento tendono a diminuire senza però mai tornare ai livelli 

osservati nelle cellule non trattate. 

Questi dati confermano che i ROS rappresentano i mediatori chiave degli effetti 

biologici indotti dai raggi UVA. Tale aumento a livello intracellulare è in grado 

di attivare processi fisiologici di morte cellulare, inclusa l'apoptosi, che si 

verifica in una varietà di condizioni fisiologiche e in risposta a molti agenti 

citotossici. L'induzione dell'apoptosi in seguito all'esposizione ai raggi UV 

sembra essere un meccanismo protettivo, perché consente di eliminare le 

cellule gravemente danneggiate che comportano il rischio di trasformazione 

maligna. L'apoptosi mediata dai raggi UV è un processo estremamente 
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complesso in cui sono coinvolti diversi percorsi molecolari. Questi includono 

danni al DNA, attivazione del gene soppressore del tumore p53, attivazione dei 

recettori della morte cellulare direttamente tramite UV o mediante rilascio 

autocrino di ligandi di morte, danno mitocondriale e rilascio di citocromo C 

[115]. Inoltre, il danno ossidativo indotto dai raggi UVA mediato 

dall'aumentata formazione di ROS ha conseguenze sia a livello molecolare che 

cellulare [116]. 

Diversi studi hanno investigato l’effetto di UV sui meccanismi di difesa 

antiossidante delle cellule del derma, ma nessuno studio, ad oggi, è stato 

condotto al fine di valutare l’effetto dell’esposizione sulla PON2. I dati ottenuti 

nella presente evidenziano che il foto-danno indotto dall’esposizione a UVA è 

associato ad un aumento significativo dell’espressione di PON2, l’espressione 

di PON2 infatti aumenta di circa 2 volte nelle cellule dopo esposizione per 10 

minuti rispetto alle cellule non irraggiate. L’espressione di PON2 tende a 

diminuire nella fase post-irraggiamento, ma anche dopo 24 h si osserva una 

maggiore espressione rispetto al controllo. Una correlazione positiva è 

possibile osservare tra l’espressione di PON2 e i livelli di ROS intracellulare. 

Come descritto nella parte introduttiva della tesi, PON2 a livello cellulare 

svolge un ruolo antiossidante e anti-apoptotico, pertanto, è possibile ipotizzare 

che l’aumentata espressione di PON2 nelle cellule irraggiate possa 

rappresentare un meccanismo di difesa messo in atto dalla cellula per limitare 

il foto-danno e sfuggire all’apoptosi. Questi dati sono in accordo con studi 

precedenti. Recentemente un aumento dose-dipendente di PON2 è stato 

osservato in cheratinociti esposti a dosi crescenti di raggi UVA a 385nm (0-

200J/cm2). L’aumenta espressione di PON2 era associata ad un aumento della 

morte cellulare e dei livelli intracellulari di ROS ((The UV/Visible Radiation 

Boundary Region (385–405 nm) Damages Skin Cells and Induces “dark” 
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Cyclobutane Pyrimidine Dimers in Human Skin in vivo).  Inoltre, un aumento 

dell’espressione di PON2 è stato osservato in macrofagi esposti a stress 

ossidativo [78]. 

Per quanto riguarda i meccanismi molecolari è stato suggerito che i ROS 

attivino ERK1/2 che stimola la fosforilazione di sterol regulatory binding 

protein-2 (SREBP-2).  SREBP-2 può quindi translocare nel nucleo e legarsi ai 

transcriptional regulatory elements (TRE) PON2 e quindi promuovere la sua 

espressione [117].  
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Lo studio è stato condotto anche in presenza di una crema solare contenenti 

filtri chimici con spf 30 A tale scopo una determinata quantità di crema è stata 

spalmate su vetrini, perfettamente combacianti con i pozzetti delle piastre 

contenti le cellule e successivamente irraggiate. I risultati ottenuti hanno 

dimostrato che se i raggi UVA sono schermati da uno strato di crema solare, 

presente sopra le cellule, ma non a contatto con esse, come nel modello 

sperimentale qui utilizzato, i parametri relativi al danno sono influenzati 

positivamente. I risultati ottenuti nel nostro studio hanno dimostrato un 

aumento delle cellule vive, una diminuzione delle cellule apoptotiche e una 

minore formazione di ROS intracellulare nelle cellule irraggiate in presenza di 

crema solare rispetto alle cellule trattate in assenza di crema. Il minor danno 

osservato nelle cellule trattate in presenza di crema è associato anche ad una 

minore espressione di PON2 rispetto alle cellule irraggiate senza crema, 

confermando lo stretto rapporto tra ROS e PON2.  

 

In conclusione, i dati ottenuti dimostrano per la prima volta che le radiazioni 

UVA sono in grado di modulare l’espressione di PON2 con un meccanismo 

che vede coinvolto la formazione di ROS intracellulari. Questo studio 

rappresenta un interessante punto di partenza per le indagini future. Ulteriori 

studi saranno di particolare interesse, al fine di confermare i nostri risultati, per 

esplorare i meccanismi molecolari coinvolti nella regolazione dell’espressione 

PON2 da parte dei raggi ultravioletti.  
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