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Il ruolo dietetico 
della glucorafanina e del 

sulforafano nella celiachia:
nuove prospettive da uno studio in vitro

Il sulforafano è un composto attivo che si forma a partire 
dalla glucorafanina, presente nelle verdure crucifere, dopo 
il loro taglio o consumo alimentare. Entrambe queste mo-
lecole arrivano fino al colon in forma stabile, ma si conosce 
poco sul loro effetto nella prima parte dell’intestino.
Nella celiachia, il funzionamento dell’intestino tenue è alte-
rato dalla malattia e, nonostante la dieta senza glutine con-
trolli i sintomi più gravi, possono persistere infiammazione 
e stress ossidativo. Con l’obiettivo di valutare se questi ve-
getali possano essere razionalmente inclusi nelle diete prive 
di glutine, questo studio ha confrontato l’attività biologica 
del sulforafano e del suo precursore glucorafanina in un 
modello cellulare di infiammazione indotta dalla gliadina, la 
proteina del glutine a cui è attribuito un ruolo chiave nella 
celiachia.

L
a malattia celiaca (MC) è 
una condizione autoimmu-
ne cronica, che colpisce 

l’intestino tenue ed è scatenata 
dall’ingestione di glutine in indi-
vidui geneticamente predispo-
sti. Sebbene l’adozione di rigo-
rosi protocolli dietetici privi di 
glutine sia fondamentale e soli-
tamente efficace nel controllare 
le gravi manifestazioni patologi-
che della MC, studi recenti e os-
servazioni cliniche suggerisco-
no che in alcuni pazienti possa-
no persistere segni patologici di 
infiammazione e stress ossidati-
vo, anche in assenza di glutine 
nella dieta. Questo aspetto sot-
tolinea la necessità di ulteriori 
strategie nutrizionali o terapeu-
tiche che possano contribuire a 
ripristinare l’omeostasi intesti-
nale e mitigare questi processi 
infiammatori persistenti. In que-
sto contesto, l’interesse verso 
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presenti nelle piante appartenenti alla famiglia delle Brassicaceae.
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queste verdure, i germogli e i 
semi di broccoli (Brassica ole-
racea var. italica Planck) sono 
considerati tra le fonti più ricche 
di questi composti, sebbene si-
ano presenti anche nei tessuti 
maturi della pianta, anche se in 
quantità minori [2].
Il principale glucosinolato pre-
sente nei broccoli è la glucora-
fanina, che viene biotrasforma-
ta nell’isotiocianato sulforafano 
grazie all’azione della mirosi-
nasi, un enzima presente nelle 
piante e nei batteri, inclusi quelli 
del microbiota intestinale [2]. 
Il sulforafano è considerato un 
composto biologicamente atti-
vo di grande interesse per la sa-
lute umana; infatti, diversi autori 
hanno raccolto prove sul suo 
potenziale ruolo nella preven-
zione del cancro e delle malattie 
cardiometaboliche [3-5]. L’ef-
fetto protettivo delle cultivar di 
Brassica oleracea contro il can-
cro al colon è stato suggerito da 
studi epidemiologici e preclinici 
[6-9]. Secondo molti autori, in-
fatti, il sulforafano rappresenta 
il principale composto respon-
sabile dell’effetto antitumorale 
sul colon, grazie alle sue ben 
note proprietà antiproliferative, 
antiossidanti e antinfiammatorie 
[3,8,9].
L’impatto dei glucosinolati sui 
disturbi intestinali, con parti-
colare riferimento alle malattie 
di origine infiammatoria, non è 
ancora del tutto chiaro. Alcune 
recenti revisioni della letteratu-
ra hanno esaminato l’effetto dei 
germogli di broccoli in modelli 
murini di colite [10,11], sottoli-
neando così il ruolo cruciale del 
contenuto di glucosinolati, sug-
gerendo che sono necessari ul-
teriori studi sull’infiammazione 
intestinale di diversa origine per 
favorire la traduzione in studi 
clinici [11].
È importante notare che la glu-
corafanina è frequentemente 
menzionata come un composto 
stabile e inattivo, che necessita 
della sua bioconversione in sul-

composti naturali con proprietà 
antiossidanti e antinfiammato-
rie, da inserire nella dieta come 
alimenti o integratori alimentari, 
è in crescita.
I glucosinolati sono metaboli-
ti glicosidici contenenti zolfo 
e azoto, presenti nelle piante 

appartenenti alla famiglia delle 
Brassicaceae. Le cultivar com-
mestibili di Brassica oleracea 
sono ben note e consumate in 
tutto il mondo: cavolo, broc-
coli e cavolfiore rappresentano 
quindi per l’uomo una fonte ri-
levante di glucosinolati [1]. Tra 
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Studi recenti e osservazioni cliniche suggeriscono che in alcuni pazienti possano 
persistere segni patologici di infiammazione e stress ossidativo, anche in assenza di 
glutine nella dieta.
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forafano per esercitare effetti 
sia a livello intestinale che si-
stemico [2]. Coerentemente, la 
letteratura sugli isotiocianati si 
concentra sul sulforafano come 
struttura dotata di particola-
re efficacia nell’uomo, mentre 
i confronti biologici con il pre-
cursore glucorafanina sono rari 
[5]. D’altra parte, è importante 
considerare che la glucorafani-
na potrebbe rimanere stabile 
durante il transito nel tratto ga-
strointestinale fino a raggiun-
gere l’intestino crasso [12], sol-
levando così l’ipotesi di una sua 
attività biologica anche a livello 
gastrico e dell’intestino tenue.

Considerando il destino meta-
bolico dei glucosinolati, il nostro 
gruppo di ricerca ha ipotizzato 
un potenziale ruolo della gluco-
rafanina nelle condizioni infiam-
matorie che colpiscono l’intesti-
no tenue, come la MC. In linea 
con altri disturbi intestinali, la 
MC attiva è correlata a una bar-
riera intestinale compromessa 
e a disbiosi [13,14]. Nella MC, la 
gliadina, la proteina contenuta 
nel glutine ritenuta responsa-
bile della risposta immunitaria 
anomala dell’organismo, agisce 
sia come aptene immunogenico 
sia come agente pro-infiamma-
torio: sono stati descritti gli ef-
fettori infiammatori coinvolti nel 
processo autoimmune, come le 

citochine dell’immunità innata 
(come IL-1β) e IFN-γ, che svolgo-
no un ruolo ben documentato 
[15]; al contrario, i meccanismi 
infiammatori coinvolti nell’effet-
to diretto della gliadina sugli en-
terociti sono ancora poco chiari. 
Secondo la letteratura, potreb-
bero includere la via di NF-κB 
[16], la via di JAK/STAT [17] e 
l’interazione con i recettori delle 
chemochine CXC, come CXCR3 
[18].
Indipendentemente dal conte-
sto autoimmune della MC, diver-
si studi hanno anche suggerito 
che l’omeostasi intestinale pos-
sa essere direttamente altera-
ta da peptidi non digeriti della 
gliadina, i quali possono indurre 
stress ossidativo in diversi mo-
delli sperimentali: per esempio, 
la gliadina è stata coinvolta nel 
danneggiamento del DNA a li-
vello intestinale, come dimostra-
to dalla fosforilazione di γ-H2AX 
sia in studi in vitro che istologici 
[19]. Nonostante le gravi conse-
guenze causate dalla MC, che 
sono efficacemente prevenute 
mediante l’eliminazione del glu-
tine dalla dieta, come già affer-
mato, i marcatori di stress ossi-
dativo e infiammazione posso-
no persistere nei pazienti celiaci 
[15,20,21].
Studi precedenti effettuati dal 
nostro gruppo di ricerca hanno 
sostenuto il potenziale valore di 

composti antiossidanti prove-
nienti da alimenti senza glutine, 
come i cereali pigmentati, per 
comporre diete sane dedicate 
alle persone celiache [22,23].
Di conseguenza, con questo la-
voro abbiamo voluto confron-
tare l’effetto biologico di glu-
corafanina e sulforafano in un 
modello di epitelio intestinale 
umano (cellule CaCo-2), sotto-
posto a stress da gliadina e ci-
tochine pro-infiammatorie coin-
volte nelle malattie autoimmuni, 
con l’obiettivo di valutare se le 
verdure crucifere possano es-
sere razionalmente incluse nelle 
diete prive di glutine grazie al 
loro contenuto di glucosinolati.
La metodologia adottata nello 
studio è stata progettata per 
valutare in modo completo l’at-
tività biologica della glucorafa-
nina e del sulforafano su modelli 
cellulari intestinali, replicando le 
condizioni infiammatorie e ossi-
dative rilevanti per la celiachia. 
Tutti i materiali e reagenti sono 
stati selezionati per garantire la 
riproducibilità e l’affidabilità de-
gli esperimenti.

Effetto della glucorafanina 
e del sulforafano sui mar-
kers infiammatori e ossida-
tivi nelle cellule CaCo-2
Nei precedenti lavori del nostro 
gruppo di ricerca [22,23], ab-
biamo osservato che l’aggiunta 
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Figura 1. Effetto del sulforafano e della glucorafanina sul rilascio di chemochine da parte delle cellule CaCo-2. Il rilascio di CXCL-10 (A), 
IL-8 (B) e MCP-1 (C) è stato misurato mediante saggio ELISA. Le cellule sono state trattate con sulforafano (SFN, linee orizzontali) o 
glucorafanina (GFN, puntini), in aggiunta alla combinazione pro-infiammatoria di IL-1β, IFN-γ (10 ng/mL) e gliadina digerita (Ga, 1 mg/
mL) (barra nera), per 24 ore. L’apigenina a 20 mM è stata utilizzata come inibitore di riferimento del rilascio di CXCL-10 (-30%), IL-8 
(-16%) e MCP-1 (-30%). I dati provenienti da esperimenti indipendenti (n=3) sono riportati come media del rilascio (% ± SEM) rispetto 
allo stimolo, al quale è stato arbitrariamente attribuito il valore del 100%. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 vs. stimolo.



di gliadina digerita (1 mg/mL) a 
IL-1β e IFN-γ (10 ng/mL) aumen-
tava il rilascio delle chemochine 
IL-8, CXCL-10 e MCP-1 da parte 
delle cellule CaCo-2. Pertanto, 
all’inizio di questo studio è sta-
to applicato lo stesso protocol-
lo sperimentale per confrontare 
l’attività biologica di glucorafa-
nina e sulforafano.
Il sulforafano ha inibito il rilascio 
di tutte le chemochine selezio-
nate a concentrazioni inferiori 
a 50 mM (Figura 1A, 1B, 1C). Al 
contrario, la glucorafanina non 
ha mostrato alcun effetto inibi-
torio a 50 mM. L’effetto inibitorio 
del sulforafano si è dimostrato 
concentrazione-dipendente, ri-
sultando più marcato contro il 
rilascio di MCP-1 (IC

50
 di 7.81 mM). 

La vitalità cellulare non è stata 
significativamente alterata dalle 
molecole in studio (Figura 2).

Il processo infiammatorio è sta-
to associato a stress ossidativo 
e danno al DNA in campioni in-
testinali di pazienti celiaci [15,19-

21]. Uno studio ha suggerito che 
la stessa gliadina digerita (500 
mg/mL) possa indurre un lieve 
aumento della produzione di 
ROS e della fosforilazione dell’i-
stone γ-H2AX (ser 139) nelle cel-
lule CaCo-2, essendo quest’ulti-
mo un marker ben riconosciuto 
di genotossicità [19].
Nel nostro modello sperimen-
tale, si possono attribuire solo 
effetti irrilevanti alla gliadina di-
gerita (1 mg/mL) tramite la va-
lutazione dei markers ossidativi 
(γ-H2AX, ROS) durante 24 h di 
trattamento. Per questo motivo, 
i successivi esperimenti sono 
stati condotti utilizzando pe-
rossido di idrogeno (H

2
O

2
) per 

riprodurre un contesto pro-ossi-
dante e genotossico.
La fosforilazione di γ-H2AX è 
stata quindi selezionata come 
marker precoce di danno al 
DNA (1 h), mentre le attività di 
Nrf-2 e catalasi sono state se-
lezionate come indicatori del-
lo stress ossidativo (6 h). Nrf-2 
è un fattore di trascrizione che 
regola l’espressione di numero-
si geni coinvolti nella risposta 
antiossidante e citoprotettiva, 
mentre la catalasi è un enzima 
che svolge un ruolo basilare nel-
la protezione dai ROS, in par-
ticolare da H

2
O

2
.
 
In parallelo, la 

capacità scavenger diretta dei 
composti è stata valutata trami-
te sistemi cell-free, come i saggi 
DPPH e FRAP.
Né il sulforafano né la glucora-
fanina (25 mM) hanno alterato 
la fosforilazione di γ-H2AX in-
dotta da H

2
O

2
, che ha causato 

un chiaro aumento del numero 
di foci nucleari (accumuli visibili 
di proteine o complessi protei-
na-DNA all’interno del nucleo), 
come atteso. Il resveratrolo 20 
mM, selezionato come composto 

antiossidante di riferimento per 
tutti gli esperimenti relativi allo 
stress ossidativo, ha causato un 
ulteriore aumento della fosfori-
lazione di γ-H2AX: questa osser-
vazione probabilmente riflette 
un potenziamento dei sistemi di 
riparazione del DNA e dei segna-
li apoptotici, considerato un fat-
tore positivo contro la progres-
sione tumorale [30]. Un’indica-
zione ulteriore è stata ottenuta 
utilizzando uno scavenger diret-
to come l’ascorbato (100 mM), 
che ha mostrato risultati identici 
al resveratrolo nei nostri set spe-
rimentali.
In linea con questi dati, i compo-
sti solforati non hanno mostrato 
potere scavenger nei saggi di 
valutazione dell'attività antiossi-
dante DPPH e FRAP alla concen-
trazione di 200 mM, in confronto 
al resveratrolo 100 mM (Tabella 1).

Durante il danno ossidativo, la 
fosforilazione di γ-H2AX è ne-
cessaria per attivare non solo le 
vie responsabili della riparazione 
del DNA, ma anche le difese an-
tiossidanti in cui è coinvolto Nrf-
2 [31]. Pertanto, l’attività trascri-
zionale di Nrf-2 è stata misurata 
in correlazione ai livelli di cata-
lasi, per delineare un quadro più 
completo delle potenziali pro-
prietà antiossidanti dei composti 
solforati.
H

2
O

2
 (1 mM) ha causato una di-

minuzione, anche se contenu-
ta, sia dell’attività di Nrf-2 sia di 
quella della catalasi, sebbene 
significativa solo per la prima. 
Dati simili sono stati ottenuti da 
altri autori in cellule HepG2 (linea 
cellulare di carcinoma epatico) 
trattate con H

2
O

2
 1 mM [32]. Sor-

prendentemente, il sulforafano 
ha ulteriormente ridotto l’attività 
di Nrf-2 in maniera concentrazio-
ne-dipendente, mentre la gluco-
rafanina ha mostrato un effetto 
opposto (Figura 3A). Anche in 
questo caso, il resveratrolo, usa-
to come antiossidante di riferi-
mento a concentrazione com-
parabile (20 mM), ha aumentato 
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Figura 2. Vitalità cellulare misurata mediante saggio 
MTT. Le cellule CaCo-2 sono state trattate con sulfora-
fano (SFN, linee orizzontali) o glucorafanina (GFN, pun-
ti), in aggiunta alla combinazione pro-infiammatoria di 
IL-1β, IFN-γ (10 ng/mL) e gliadina digerita (Ga) (barra 
nera), per 24 ore. I dati provenienti da esperimenti indi-
pendenti (n = 3) sono stati riportati come assorbanza 
media (% ± SEM) rispetto allo stimolo, al quale è stato 
arbitrariamente attribuito il valore del 100%.

Tabella 1. 
Capacità an-

tiossidante 
del sulforafa-

no e della 
glucorafani-
na, misurata 

tramite i 
test DPPH e 

FRAP.
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l’attività di Nrf-2 di oltre due 
volte rispetto a H

2
O

2
.

Questa osservazione non si è 
riflessa in una modulazione ri-
levante della catalasi, poiché né 
l’attività enzimatica (Figura 3B), 
né l’espressione genica (Figura 
4) sono state significativamente 
alterate da H

2
O

2
 o dai composti 

solforati. Da notare che lo stesso 
effetto è stato osservato dopo 
trattamento delle cellule con re-
sveratrolo.
Per comprendere meglio que-
sti risultati, l’interferenza con la 
vitalità cellulare è stata esclusa 
tramite test MTT a 24 h, suppor-
tando così l’ipotesi che H

2
O

2
 e le 

molecole pure possano modula-
re l’attività di Nrf-2 tramite mec-
canismi indipendenti da effetti 
citotossici o antiproliferativi.
La via di Nrf-2 è ampiamente 
considerata uno dei principali 
target del sulforafano, anche in 
studi sperimentali dedicati alla 
colite [10,11]. È noto che segna-
li dipendenti da Nrf-2 possono 
spiegare l’attività antinfiam-
matoria del sulforafano tramite 
l’inibizione di NF-κB, sebbene i 
meccanismi precisi d’azione sia-
no ancora poco chiari. Tuttavia, 
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Figura 3. Effetto del sulforafano e della glucorafanina sulla trascrizione mediata 
da Nrf-2 e sull’attività della catalasi nelle cellule CaCo-2. L’attività di Nrf-2 è stata 
misurata dopo la trasfezione del plasmide tramite saggio con luciferasi (A), mentre 
l’attività della catalasi è stata misurata tramite saggio enzimatico (B). Le cellule sono 
state trattate con sulforafano (SFN, linee orizzontali) o glucorafanina (GFN, puntini) 
per 6 ore, in aggiunta allo stimolo pro-ossidante H₂O₂ 1 mM. Il resveratrolo 20 mM è 
stato utilizzato come induttore di riferimento di Nrf-2 (+220%). I dati di esperimenti 
indipendenti (n=3) sono riportati come attività media (% ± SEM) rispetto allo stimolo 
(barra nera), al quale è stato arbitrariamente attribuito il valore di 100%. * p < 0,05, ** 
p < 0,01, *** p < 0,001 vs. stimolo.

Figura 4. Espressione genica del gene 
della catalasi (hCAT) misurata tramite RT-
PCR nelle cellule CaCo-2. Le cellule sono 
state trattate con sulforafano (SFN, linee 
orizzontali) o glucorafanina (GFN, punti-
ni), in aggiunta allo stimolo pro-ossidante 
H₂O₂ (1 mM) (barra nera), per 6 ore. I dati 
provenienti da esperimenti indipendenti 
(n=3) sono stati riportati come variazio-
ne relativa di espressione (fold change, % 
± SEM) rispetto al controllo non trattato 
(barra bianca), al quale è stato arbitraria-
mente attribuito il valore di 1.

https://www.tecno-lio.it
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il ruolo della glucorafanina è ge-
neralmente considerato trascu-
rabile.
L’osservazione che entrambe le 
molecole modulassero l’attività 
di Nrf-2 nel nostro modello ha 
spinto a ulteriori indagini sulle 
potenziali conseguenze sulla via 
di NF-κB. Con questo obiettivo, 
l’attività di NF-κB è stata misu-
rata tramite il saggio della luci-
ferasi, una tecnica che permet-

te appunto di misurare l’attività 
trascrizionale, in condizioni in-
fiammatorie e ossidative.
Come previsto, il sulforafano ha 
mostrato un’attività inibitoria 
sulla trascrizione guidata da NF-
κB, con effetto concentrazio-
ne-dipendente. Infatti, la trascri-
zione guidata da NF-κB indotta 
dalla combinazione pro-infiam-
matoria è stata inibita con una 
IC

50
 di 9.75 mM; la glucorafanina 

ha mostrato effetto opposto 
rispetto al sulforafano, aumen-
tando leggermente l’attività di 
NF-κB a tutte le concentrazio-
ni testate (Figura 5A). Questo 
dato è coerente con i risultati 
relativi al rilascio delle chemo-
chine, descritti in Figura 1.

Il sulforafano ha mostrato inol-
tre effetto inibitorio quando 
NF-κB è stato stimolato da H

2
O

2
 

(Figura 5B); tuttavia, l’attività 
trascrizionale è risultata ridot-
ta al di sotto del livello basa-

F
o

to
 d

i 
R

e
n

e
e
 G

ra
y
so

n

F
o

to
 d

i 
B

ri
a
n

 L
u

st
e
r

Le cultivar commestibili di Brassica oleacea sono ben note e consumate in tutto il mondo: cavolo, broccoli e cavolfiore rappresentano 
quindi per l’uomo una fonte rilevante di glucosinolati.
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Figura 5. Effetto 
del sulfora-
fano e della 

glucorafanina 
sulla trascri-

zione mediata 
da NF-κB nelle 
cellule CaCo-2. 

L’attività di 
NF-κB è stata 

misurata dopo 
trasfezione del 
plasmide me-
diante saggio 

della luciferasi. 
Le cellule sono 

state trattate 
con sulforafa-
no (SFN, linee 
orizzontali) o 
glucorafanina 

(GFN, puntini) 
per 6 ore, in 

aggiunta alla 
combinazione 

pro-infiammato-
ria di IL-1β, IFN-γ 

(10 ng/mL) e 
gliadina digerita 

(Ga, 1 mg/mL) 
(A), oppure con 

uno stimolo 
pro-ossidante 

H₂O₂ 1 mM 
(B). Apigeni-

na 20 mM e 
resveratrolo 20 
mM sono stati 

utilizzati come 
inibitori di rife-

rimento (-97% e 
-90%, rispet-
tivamente). I 

dati provenienti 
da esperimenti 

indipendenti 
(n=3) sono 

riportati come 
luminescenza 

media (% ± 
SEM) rispetto 

allo stimolo 
(barra nera), al 

quale è stato 
arbitrariamen-
te attribuito il 

valore del 100%. 
* p < 0,05, ** 
p < 0,01, *** 

p < 0,001 vs. 
stimolo.

Markers infiammatori IC50 (µM) del sulforafano
CXCL-10 23.55
IL-8 15.74
MCP-1 7.81
NF-κB 9.75 

Ga, gliadina digerita in vitro (1 mg/mL)

Tabella 2. Riepilogo dell’IC
50

 del sulfora-
fano sui markers infiammatori misurati 
nelle cellule CaCo-2 stimolate con un 
cocktail pro-infiammatorio contenente 
gliadina digerita (IL-1β, IFN-γ, Ga).
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le del controllo non stimolato, 
mostrando un parallelismo con 
i dati precedenti su Nrf-2. Al 
contrario, la glucorafanina non è 
stata in grado di modulare l’atti-
vità di NF-κB in questo contesto.
Per un miglior confronto delle 
concentrazioni inibitorie misura-
te per diversi markers infiamma-
tori, quando possibile, sono stati 
calcolati i valori di IC

50
 e riassun-

ti nella Tabella 2.

A questo punto del nostro lavo-
ro, ci siamo chiesti se l’attività 
biologica potesse implicare un 
effetto protettivo sull’integrità 
della barriera intestinale, che 
risulta compromessa nella ce-
liachia [13,14]. A tale scopo, sul-
forafano e glucorafanina sono 
stati studiati in cellule CaCo-2 
differenziate a enterociti, colti-
vate su supporti Transwell®.
Con l’obiettivo di distinguere 
un’azione diretta sulla barriera 
epiteliale rispetto a un effetto 
indiretto mediato dalle cellu-
le immunitarie, gli esperimenti 
sono stati condotti secondo due 
diversi setting sperimentali:
a) stimolazione delle CaCo-2 
con la combinazione pro-in-
fiammatoria di IL-1β, IFN-γ e glia-
dina digerita;
b) co-coltura di CaCo-2 con ma-
crofagi THP-1, stimolati con LPS 
e IFN-γ.
Esperimenti dedicati ai setting 
sperimentali hanno escluso che 
la sola gliadina, o la combinazio-

ne di LPS con IFN-γ in assenza 
di macrofagi, potessero com-
promettere l’integrità epiteliale.
Per quanto riguarda il primo 
setting sperimentale, né il sul-
forafano (10, 25, 50 mM) né la 
glucorafanina (50 mM) sono 
stati in grado di ridurre il rila-
scio della chemochina MCP-1 
(Figura 6A), selezionato come 
marker infiammatorio dato che 
svolge un ruolo chiave nel feno-
meno infiammatorio, né di ripri-
stinare l’integrità epiteliale (va-
lori TEER, resistenza elettrica 
trans-epiteliale, che forniscono 
informazioni sulla funzionalità 
di barriera dello strato epitelia-
le, correlata alla sua struttura e 
spessore), compromessa dalla 
combinazione pro-infiammato-
ria di IL-1β, IFN-γ e gliadina dige-
rita (Figura 6B).
Per quanto riguarda il secondo 
setting sperimentale, il sulfora-
fano è stato in grado di ridurre il 
rilascio di MCP-1 e IL-1β, con una 
IC

50
 rispettivamente di 20.60 

mM e 1.50 mM (Figura 7A, Figura 
7B). Ha inoltre ripristinato l’inte-
grità epiteliale a concentrazioni 
comprese tra 10 e 50 mM, con 
un effetto paragonabile a quello 
del composto di riferimento bu-
tirrato di sodio, utilizzato però 
a concentrazioni più elevate (2 
mM) (Figura 7C).
Da notare che la glucorafanina, 
selezionata alla concentrazione 
di 50 mM, ha mostrato effetti pro-
tettivi simili sulla barriera epite-
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Figura 6. Effetto del sulforafano e della 
glucorafanina sulla barriera epiteliale 
CaCo-2 (modello Transwell®). Le cellule 
sono state trattate con sulforafano (SFN, 
linee orizzontali) o glucorafanina (GFN, 
puntini) per 24 ore, in aggiunta alla 
combinazione pro-infiammatoria di IL-1β, 
IFN-γ (10 ng/mL) e gliadina digerita (Ga, 
1 mg/mL). (A) Il rilascio di MCP-1 è stato 
misurato tramite saggio ELISA. I dati 
provenienti da esperimenti indipendenti 
(n=3) sono riportati come rilascio medio 
(%) ± SEM rispetto allo stimolo (barra 
nera), al quale è stato arbitrariamente at-
tribuito il valore del 100%. (B) L’integrità 
epiteliale è stata misurata come variazio-
ne normalizzata della TEER (ΔΩ = Ωt24h 
- Ωt0). I dati di esperimenti indipendenti 
(n=4) sono riportati come ΔΩ normalizza-
ta ± SEM rispetto allo stimolo, al quale è 
stato arbitrariamente attribuito il valore di 
0. Il butirrato di sodio a 2 mM è stato uti-
lizzato come inibitore di riferimento per 
il rilascio di MCP-1 (-40%) e come fattore 
trofico per la barriera epiteliale (+40 Ω). * 
p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 rispetto 
allo stimolo.
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liale, senza tuttavia evidenziare 
proprietà antinfiammatorie.

Quantificazione del sulfora-
fano prima e dopo la dige-
stione gastrointestinale in 
vitro dell’estratto
Poiché il sulforafano ha mo-
strato l’attività biologica più in-
teressante, abbiamo deciso di 

verificarne la possibile stabilità 
a livello dell’intestino tenue, con 
una stima a partire da un estrat-
to complesso derivato da una 
fonte alimentare di sulforafano, 
Brassica oleracea. I germogli di 
broccolo sono stati processati 
ed estratti con l’obiettivo di ot-
tenere la completa conversione 
della glucorafanina in sulforafa-

no. Successivamente, l’estratto 
è stato sottoposto a digestione 
gastrointestinale simulata come 
descritto in un precedente stu-
dio [22] e analizzato quantitati-
vamente tramite HPLC-MS.
L’HPLC-MS ha mostrato che il 
sulforafano era presente nell’e-
stratto, mentre la glucorafanina 
era assente. La quantità di sul-
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Figura 7. Effetto del sulforafano e della glucorafanina sulla barriera epiteliale nelle co-colture di cellule Ca-Co-2 e macrofagi THP-1 
(modello Transwell®). Le cellule sono state trattate con sulforafano (SFN, linee orizzontali) o glucorafanina (GFN, puntini) per 24 
ore, in aggiunta alla combinazione pro-infiammatoria di LPS (100 ng/mL) e IFN-γ (10 ng/mL). (A, B) Il rilascio di MCP-1 e IL-1β è 
stato misurato mediante saggio ELISA su terreni raccolti rispettivamente dalle co-colture o da THP-1. I dati derivanti da esperimenti 
indipendenti (n=3) sono riportati come rilascio medio (%) ± SEM rispetto allo stimolo (barra nera), al quale è stato arbitrariamente 
attribuito il valore del 100%. (C) L’integrità epiteliale è stata misurata come variazione normalizzata della TEER (ΔΩ = Ωt24h - Ωt0). 
I dati derivanti da esperimenti indipendenti (n=4) sono riportati come ΔΩ normalizzato ± SEM rispetto allo stimolo, al quale è stato 
arbitrariamente attribuito il valore di 0. Il butirrato di sodio a 2 mM è stato utilizzato come inibitore di riferimento del rilascio di 
MCP-1 (-17%) e come fattore trofico per la barriera epiteliale (+220 Ω). L’apigenina a 20 mM è stata utilizzata come inibitore di riferi-
mento dell’IL-1β (-72%). * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 rispetto allo stimolo.
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forafano è risultata leggermente 
aumentata dopo la digestione, 
passando da 385 mg/g di mate-
riale vegetale prima della dige-
stione gastrointestinale in vitro 
a 503 mg/g dopo il processo 
digestivo. Questo dato suggeri-
sce che il sulforafano eventual-
mente presente nella matrice 
vegetale possa rimanere stabile 
nel lume intestinale, in linea con 
quanto riportato in letteratura a 
riguardo [11].

Discussione
La glucorafanina, un glucosinola-
to presente nelle verdure cruci-
fere è considerata un precursore 
inerte del sulforafano, il quale 
esercita numerose attività bio-
logiche in modelli animali e studi 
sull’uomo, incluse quelle antios-
sidanti e antinfiammatorie [2-5].

Nonostante sia stato riportato 
che la glucorafanina attraversi il 
lume intestinale in forma stabile 
fino a raggiungere il microbio-
ta del colon [2], la sua attività 
biologica, così come quella del 
sulforafano, è stata scarsamen-
te indagata in riferimento al pri-
mo tratto del sistema digerente. 
Di conseguenza, l’obiettivo di 
questo studio è stato quello di 
confrontare l’attività biologica 
del sulforafano con quella del 
suo precursore glucorafanina in 
un modello cellulare di infiam-
mazione indotta dalla gliadina, 
al fine di suggerire un possibile 
ruolo dietetico nel contesto del-
la celiachia. A tale scopo, sono 
state selezionate concentrazioni 
raggiungibili dopo il consumo di 
verdure, ossia da 1 a 50 mM [2].
Il sulforafano ha inibito il rilascio 

di tutte le chemochine selezio-
nate (IL-8, CXCL-10 e MCP-1), le 
quali rivestono un ruolo cruciale 
nel reclutamento dei leucociti; 
in particolare, è stato osservato 
un effetto più marcato sull’at-
trattore dei monociti MCP-1 
(IC

50
 di 7.81 mM), anche rispetto 

all’inibitore di riferimento api-
genina (Figura 1). Al contrario, 
la glucorafanina non è stata in 
grado di ridurre il rilascio di che-
mochine. Il meccanismo inibito-
rio del sulforafano è stato attri-
buito alla sua modulazione della 
via di NF-κB, la quale è risultata 
compromessa a concentrazioni 
comparabili (IC

50 
di 9.75 mM) (Fi-

gura 4A).
Per quanto riguarda i markers 
di stress ossidativo, le moleco-
le non hanno mostrato effetto 
sulla fosforilazione di γ-H2AX 

https://www.minardierbe.it


60 t natural 1   ottobre 2025

alla concentrazione di 25 mM 
(Figura 2), contrariamente al re-
sveratrolo, il cui effetto è stato 
interpretato come antiprolifera-
tivo in accordo con precedenti 
lavori [30]. Il risultato potrebbe 
essere spiegato, almeno in par-
te, dalla mancanza di capacità 
scavenger diretta osservata nei 
saggi DPPH e FRAP, ancora una 
volta in contrasto con le pro-
prietà del resveratrolo (Tabella 
2). Tuttavia, conclusioni simili 
riguardo l’attività antiossidante 
del sulforafano sono state pre-
cedentemente riportate da altri 
autori, i quali hanno suggerito 
che siano coinvolti meccanismi 
biologici piuttosto che attività 
scavenger [33]. Infatti, even-
ti successivi tipici dello stress 
ossidativo, come l’attivazione 
di Nrf-2 e NF-κB, sono stati 
modulati dai composti, inclusa 

la glucorafanina, supportando 
così il concetto che le molecole 
possano modulare attività bio-
logiche a livello cellulare. Più 
precisamente, le due molecole 
hanno mostrato effetti diver-
genti sui due fattori di trascri-
zione, generalmente inibiti dal 
sulforafano, mentre la glucora-
fanina ha mostrato effetti tra-
scurabili su NF-κB e ha indotto 
l’attività di Nrf-2 senza influen-
zare i livelli di catalasi (Figura 
3A, Figura 4A, Figura 4B).
È evidente che l’effetto an-
tiossidante esercitato dal glu-
cosinolato puro e dal suo me-
tabolita sia più complesso da 
spiegare rispetto al solo effetto 
antinfiammatorio. Una possibi-
le limitazione potrebbe riguar-
dare l’utilizzo di cellule tumora-
li, come nel caso delle CaCo-2, 
poiché il danno al DNA e la mo-

dulazione di Nrf-2 sono mecca-
nismi condivisi da composti an-
tiproliferativi, quali resveratrolo 
e sulforafano [34,35]. Inoltre, è 
noto che il sulforafano induce 
Nrf-2 e inibisce NF-κB tramite 
vie complesse, tra cui, fra le al-
tre, l’aumentata produzione di 
H

2
S e l’inibizione delle HDAC, 

una famiglia di enzimi che svol-
ge un ruolo importante nella 
regolazione dell’espressione 
genica e della struttura della 
cromatina e che sono implicati 
nello sviluppo e nella crescita 
di diversi tipi di tumore [36,37]. 
Al contrario, il meccanismo 
d’azione della glucorafanina è 
meno caratterizzato, rappre-
sentando dunque un elemento 
di novità.
A questo proposito, riteniamo 
che l’impostazione sperimen-
tale adottata per studiare lo 

L’effetto 
protettivo 

delle cultivar 
di Brassica 

oleracea con-
tro il cancro al 

colon è stato 
suggerito da 
studi epide-
miologici e 

preclinici.
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stress ossidativo, basata sull’u-
so di H

2
O

2
 (1 mM) in confronto 

al resveratrolo (20 mM), abbia 
permesso di formulare diverse 
ipotesi sui composti studiati. 
Nei limiti dei nostri setting, il 
resveratrolo ha aumentato la 
fosforilazione di γ-H2AX, in-
crementato l’attività di Nrf-2 e 
ridotto l’attività di NF-κB, riflet-
tendo così il quadro della ripa-
razione del DNA e della difesa 
antiossidante [31]. La bioatti-
vità della glucorafanina e del 
sulforafano non è risultata né 
comparabile a quella del resve-
ratrolo né sovrapponibile tra 
loro. Infatti, le molecole hanno 
mostrato effetti divergenti su 
markers infiammatori e ossida-
tivi.
Nelle cellule CaCo-2 differen-
ziate, coltivate su supporto 

Transwell®, l’attività antinfiam-
matoria del sulforafano è stata 
ancora osservabile durante la 
co-coltura con macrofagi atti-
vati (THP-1). Infatti, il rilascio di 
MCP-1 e IL-1β è stato ridotto a 
basse concentrazioni mM (Figu-
ra 6). Di conseguenza, la gluco-
rafanina non è risultata attiva 
in questo contesto infiamma-
torio. Tuttavia, entrambe le 
molecole hanno permesso un 
recupero della resistenza elet-
trica trans-epiteliale (TEER), 
suggerendo così un ruolo per 
la glucorafanina nella protezio-
ne dell’integrità della barriera 
epiteliale. A questo proposito, 
NF-κB e HDAC sono ricono-
sciuti come target del sulfora-
fano, ma sono anche influenzati 
da fattori trofici per la mucosa 
intestinale, come il butirrato, 

utilizzato come composto di ri-
ferimento nei nostri esperimen-
ti [26]. A nostra conoscenza, la 
relazione struttura-attività del-
la glucorafanina rispetto alle 
isoforme HDAC è ancora ine-
splorata.
Al contrario, l’effetto sulla fun-
zione di barriera era assente 
quando il modello Transwell® 
veniva stimolato dal cocktail 
pro-infiammatorio contenente 
gliadina, sottolineando che di-
versi meccanismi alla base del 
danno epiteliale si sono veri-
ficati nelle nostre condizioni 
sperimentali. Nel primo caso, 
mediatori provenienti dai ma-
crofagi, che plausibilmente 
includono proteasi, insulti os-
sidativi e segnali infiammatori, 
erano necessari per indurre il 
danno epiteliale. Infatti, LPS e 

La glucorafanina, un glucosinolato presente nelle verdure crucifere, è considerata un precursore inerte del sulforafano, il quale eser-
cita numerose attività biologiche in modelli animali e studi sull’uomo.
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IFN-γ, ossia i trigger dell’attiva-
zione macrofagica, erano inca-
paci di causare alterazioni del 
TEER quando usati singolarmen-
te. Nel secondo caso, un danno 
diretto è stato causato da cito-
chine (IL-1β, IFN-γ) e gliadina sul-
la barriera epiteliale. 
Pertanto, è plausibile che l’attivi-
tà di sulforafano e glucorafanina 
nella protezione della barriera 
possa derivare da un effetto an-
tinfiammatorio sui macrofagi; in 
linea con la nostra ipotesi, que-
sto meccanismo è stato già ri-
portato per il sulforafano da altri 
autori [38].
A tal proposito, ulteriori esperi-
menti dovrebbero essere dedi-
cati a una comprensione appro-
fondita dei meccanismi ricondu-
cibili alla struttura molecolare 
della glucorafanina rispetto al 
sulforafano.

Conclusione
Per quanto a nostra conoscenza, 
questo è uno dei primi studi in cui 
sulforafano e glucorafanina sono 
stati considerati come composti 
dietetici di potenziale interes-
se per regimi alimentari salutari 
dedicati a persone celiache [39]. 

L’indagine sull’attività biologica 
del sulforafano nelle cellule epi-
teliali intestinali, con particolare 
attenzione all’infiammazione in-
dotta dalla gliadina, rappresen-
ta un elemento di novità; inol-
tre, pochi autori in precedenza 
hanno preso in considerazione 
il confronto con i suoi precurso-
ri [37] che, a nostro avviso, non 
dovrebbero essere considerati 
esclusivamente come composti 
pro-attivi.
L’attività antinfiammatoria e an-
tiossidante del sulforafano è sta-
ta dimostrata a concentrazioni 
vicine a quelle disponibili dopo 
somministrazione orale in vivo 
[2,38]. Inoltre, questo lavoro for-
nisce ulteriori approfondimenti 
sugli effetti biologici della glu-
corafanina nel primo tratto del 
lume intestinale, con ripercussio-
ni su aspetti legati alla qualità dei 
prodotti a base di piante cruci-
fere presenti negli alimenti e nei 
preparati farmaceutici.
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