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Abstract

Because the intestine sits at the interface between the organism and its luminal environment,
it represents a critical defense barrier against luminal toxic agents. Thus, in addition to being
exposed to luminal nutrients, the intestinal mucosa is constantly challenged by diet-derived
oxidants, mutagens, and carcinogens as well as by endogenously generated reactive oxygen
species.

Among the oxidizing agents cholesterol oxidation products, oxysterols, are particularly
relevant; besides being generated endogenously, they may be introduced with the diet.
Oxysterols are involved in physiological processes, but they also exert several detrimental
effects including cytotoxicity, induction of cell death, carcinogenicity and pro-oxidative and
pro-inflammatory activities. These compounds have recently been suggested to be associated
with the pathogenesis of inflammatory bowel diseases (IBD), and with a high risk of
developing colorectal cancer.

There is an increasing interest in the mechanisms of response of the intestinal epithelium to
oxidative stress and in the capability of nutritional antioxidants to strengthen endogenous
antioxidant defenses. Among dietary-derived antioxidants, phenolic compounds have been
described to have a wide range of biological activities and many reports have illustrated their
promising role as preventive tools in several acute and chronic disorders. Phenolic
compounds are absorbed and extensively metabolized in vivo: however, the percentage of
absorption does not exceed a few percent of the ingested dose. It is assumed that dietary
polyphenols may display their first antioxidant defense in the digestive tract, where they
concentrate, both through their “conventional® antioxidant capacity, limiting ROS formation
and scavenging them, and by an “indirect” antioxidant effect, inducing endogenous protective
enzymes and/or regulating cellular process such as inflammation.

Wine accounts for a very high proportion of phenolic compounds intake in the Mediterranean
diet; typically a glass of red wine contains about 100 mg of compounds generally called
polyphenols.

We investigated the ability of two wine phenolic extracts, obtained from grape varieties
grown in Sardinia, Cannonau (red) and Vermentino (white), to exert a protective action

against the pro-oxidative and pro-inflammatory effect of oxysterols in Caco-2 cells, a cell line



with enterocyte-like features, as a model system that mimics the insult of dietary oxidized
lipids on the intestinal mucosa.

Oxidative damage was induced by treating cells with a dietary-representative oxysterols
mixture  (7-ketocholesterol,  5a,6a-epoxycholesterol,  5B,6B-epoxycholesterol,  7a-
hydroxycholesterol and 7p-hydroxycholesterol); malondialdehyde (MDA) production was
evaluated as marker of oxidative damage, together with cell death. Changes in the cellular
redox state were evaluated determining the glutathione peroxidase (GPx) activity, the
variation of GSH concentration, NADPH oxidase 1 (NOX1) activation and ROS generation.
Twenty-four hours exposure to oxysterols induced cell death and MDA production, together
with a significant loss of GSH, just after 30 min of incubation. An increase in the GPx activity
was observed 18 hours after treatment. Pretreatment with both the wine phenolic extracts
protected Caco-2 cells from oxidative damage and the level of GSH was preserved; a further
increase of the GPx activity was observed in cells pretreated with wine fenolic extracts in
agreement with previous studies.

Oxysterols oxidizing action was due, at least in part, to the generation of intracellular ROS, as
demonstrated by the use of a fluorescent probe. Since the increase of ROS levels by
oxysterols in Caco-2 cells has been reported to involve modulation of NOX1, we also
measured the activation of this enzyme; oxysterols treatment significantly enhanced the
activity of NOX1. Wine phenolic extracts pretreatment reduced ROS formation, probably by
a scavenging direct action, but also through the modulation of NOX1 activity, which was
significantly inhibited by the extracts.

In view of recent studies reporting that oxysterols may induce an increase of ROS production
through an enhanced expression of NOX1 in Caco-2 cells in association with an increase of
inflammatory cytokine production (IL-6 and IL-8), we investigated the antinflammatory
effect of the wine phenolic extracts, by measuring the release of IL-6 and I1L-8 by Caco-2 cells
treated with the oxysterols mixture. Differentiated Caco-2 cells in fact have been reported to
be also an excellent in vitro model of intestinal inflammation, responding to different
inflammatory stimuli.

Cannonau phenolic extract exerted a significant antinflammatory activity, inhibiting the
release of the two interleukins.

Finally, we evaluated the signaling pathways modulated by oxysterols and wine phenolic

extracts with the aim of clarifying the molecular mechanism involved in the antioxidant and



antinflammatory activity. For this purpose the possible modulation of the MAPKSs cascade
was analyzed in Caco-2 treated with oxysterols. These kinases have been reported to be
activated by various stress stimuli, and they have been also implicated in oxysterols induced
cytokine secretion and apoptosis.

Under our experimental conditions, the oxysterols mixture was not able to modulate ERK
phosphorilation, but induced p38 and JNK pathways activation.

Pretreatment with both the wine phenolic extracts significantly inhibited p38 and JNK
phosphorilation.

The results of this study support a potential role for wine phenolic compounds in preventing
oxysterols induced oxidative damage and inflammatory cytokine production in Caco-2 cells.
We suggest that wine phenolic compounds exerted such a preventive effect through a
mechanism involving a direct scavenging of ROS and/or an inhibition of NOX1, which in
turn affected ROS production and redox sensitive MAPKSs, p38 and JNK, expression and
interleukins release.

Although further studies are needed, our results point out for the first time a direct antioxidant
and antinflammatory action of the phenolic fraction from the red wine Cannonau and the
white wine Vermentino on enterocytes exposed to oxidizing species. These data have an
interesting biological significance, suggesting the possibility that, together with their
metabolites, wine polyphenols may significantly contribute to preserve the integrity of
intestinal mucosa against oxidative damage and inflammation related disorders. Our data also
support the opinion that total phenolic content, as well as wine’s color, are not essential for
the antioxidant activity of a wine extract; although the extract obtained from the red wine
Cannonau was effective at lower concentrations and in all the experimental conditions, the

extract obtained from the white wine Vermentino showed basically a comparable efficacy.
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Prefazione

I popoli che vivono nelle nazioni del Mediterraneo consumano quantita relativamente elevate
di grassi ma, nonostante cio, hanno un tasso di insorgenza minore di malattie cardiovascolari
rispetto alla popolazione statunitense, nella cui alimentazione sono presenti livelli simili di
grassi animali.

La dieta mediterranea € un modello nutrizionale ispirato alle abitudini alimentari tradizionali
dei paesi del bacino del Mar Mediterraneo, in particolare Italia meridionale, Grecia e Spagna.
Questo modello é caratterizzato da un elevato consumo di frutta e verdura, pane, erbe
aromatiche, cereali, olio extravergine di oliva e pesce, nonché da un consumo di vino in
quantita moderate.

Il vino e una bevanda millenaria tipica della civiltd mediterranea. Se da un lato numerosi studi
hanno chiaramente evidenziato i rischi dell’insorgenza di gravi patologie legate all’abuso di
alcol, dall’altro si stanno accumulando evidenze sperimentali a supporto degli effetti positivi
legati ad un consumo moderato di vino.

L’interesse del mondo scientifico nei confronti dei potenziali benefici del consumo moderato
di questa bevanda ha preso il via da studi epidemiologici che hanno evidenziato una
correlazione inversa tra il consumo di vino rosso e l'incidenza di malattie cardiovascolari, un
fenomeno comunemente noto come "paradosso francese"”, un termine che e stato coniato per
indicare il fatto che l'incidenza di infarto cardiaco in Francia & inferiore di circa il 40%
rispetto al resto d'Europa, nonostante una dieta che per tradizione é ricca di grassi saturi.

Gli effetti cardioprotettivi del vino sono stati attribuiti alla presenza della frazione fenolica, in
particolare al resveratrolo; poiché questa molecola € sintetizzata esclusivamente
nell'epidermide delle foglie e nelle bucce, ma non nella polpa e le bucce non vengono
fermentate nel processo di produzione di vini bianchi, solo i vini rossi contengono notevoli
quantita di questo composto.

Recenti studi, tuttavia, hanno dimostrato che anche alcuni vini bianchi potrebbero svolgere
un’azione cardioprotettiva simile a quella esplicata dal vino rosso, riducendo lo stress
ossidativo e la risposta inflammatoria.

Tra le differenti varieta di vino rosso e bianco della Sardegna meritano particolare attenzione
due vini ottenuti da vitigni autoctoni, il Cannonau (rosso) e il Vermentino (bianco), che

potrebbero esplicare effetti benefici sulla salute grazie alla presenza di composti fenolici.


http://it.wikipedia.org/wiki/Lipidi
http://it.wikipedia.org/wiki/Cardiopatia

| polifenoli del vino, oltre a contribuire alle caratteristiche organolettiche come il colore,
I’astringenza e 1’amarezza, sembrano esercitare un’azione di prevenzione nelle pit comuni
patologie alla cui base vi é il danno ossidativo e/o I’infiammazione, come il diabete, le
patologie cardiovascolari, neoplastiche e neurodegenerative.

I polifenoli generalmente sono poco assorbiti dall’intestino, largamente metabolizzati e
rapidamente eliminati e raramente raggiungono concentrazioni ematiche di rilievo; la maggior
parte rimane a livello intestinale. E verosimile che proprio in questa sede le sostanze fenoliche
svolgano la loro azione protettiva contro il danno ossidativo. L’intestino, infatti, essendo un
sito di interfaccia tra I’interno e 1’esterno dell’organismo, ¢ particolarmente esposto all’azione
di agenti ossidanti endogeni o provenienti dalla dieta.

Fra gli agenti ossidanti sono particolarmente rilevanti i prodotti di ossidazione del colesterolo,
gli ossisteroli, che, oltre ad essere generati endogenamente, possono essere introdotti con la
dieta in quanto presenti in diversi alimenti contenenti colesterolo, in particolare quelli
sottoposti a lavorazione e/o conservazione per lunghi periodi non sottovuoto.

Nell’organismo, gli ossisteroli svolgono importanti funzioni fisiologiche ma mostrano anche
diversi effetti dannosi tra i quali citotossicita, induzione della morte cellulare per apoptosi o
necrosi ed effetti pro-cancerogeni, pro-ossidanti e pro-infiammatori; recentemente é stata
suggerita un’associazione di questi composti con lo sviluppo delle patologie infiammatorie
intestinali o IBD e con un aumento del rischio di sviluppare vari tipi di tumore a livello
gastrointestinale.

L’intestino, per preservare la propria integrita possiede diversi meccanismi di difesa, come
mantenere alte le concentrazioni di antiossidanti, regolare i sistemi enzimatici, indurre morte
cellulare per apoptosi in enterociti malfunzionanti o danneggiati. Questi meccanismi di difesa
possono tuttavia non essere sufficienti a contrastare 1’attacco radicalico cui la mucosa
intestinale ¢ continuamente esposta; I’introduzione con la dieta di sostanze antiossidanti
coadiuva ’azione delle difese endogene, svolgendo un ruolo importante nella prevenzione di

diverse patologie legate allo stress ossidativo e/o all’infiammazione.



1 INTRODUZIONE



1.1 Patologie intestinali

Le principali malattie intestinali possono dividersi in:

- sindromi da malassorbimento

- gastroenteriti acute (batteriche, virali, parassitarie)

- malattie infiammatorie croniche

- sindromi ostruttive, paralitiche o da alterata motilita intestinale

- patologie vascolari

- disordini congeniti

- tumori

Le due principali patologie infiammatorie croniche dell’intestino (Inflammatory Bowel
Diseases o IBD) sono il morbo di Crohn (MC) o enterite regionale e la colite ulcerosa (CU).
Entrambe sono infiammazioni che presentano caratteristiche simili: sono malattie idiopatiche,
croniche e recidivanti (presentano cio¢ dopo 1’esordio periodi di quiescenza ¢ riattivazione).
Sebbene le due malattie abbiano di solito caratteristiche clinico-patologiche sufficientemente
distinte, non é del tutto chiaro se ci troviamo di fronte a due entita separate o ad una diversa
espressione di un medesimo meccanismo patogenetico. L’eziologia ¢ tuttora sconosciuta,
anche se sono state invocate una predisposizione genetica, cause infettive, ambientali (dieta),
psicologiche (non ¢ raro che I’'inizio della malattia o le riacutizzazioni siano associate a
importanti stress psicologici, come la perdita di un familiare) e autoimmunitarie. Sicuramente
I’ipotesi eziopatogenetica attualmente piu accreditata ¢ quella di una predisposizione genetica
a sviluppare una patologia autoimmunitaria. Sembra che nei pazienti con IBD il meccanismo
patogenetico di base sia una ridotta capacita (probabilmente a causa di difetti genetici) di
controllare e modulare la risposta infiammatoria che si verifica normalmente nell’intestino
guando la mucosa viene a contatto con stimoli antigenici luminali (in particolare con antigeni
della parete batterica o enterotossine).

Il MC (o enterite regionale) ¢ un’affezione granulomatosa di tipo ulcero-costrittivo che
coinvolge tutti gli strati della parete intestinale ed anche il mesentere ed i linfonodi regionali.
A differenza della CU, il fumo rappresenta un fattore di rischio. Il MC pud interessare
qualsiasi porzione del tratto gastrointestinale a partire dalla bocca, ma si riscontra piu di
frequente nell’intestino tenue terminale e nel colon. La malattia puo coinvolgere I’ileo e il

cieco, solo I’ileo terminale o solo il colon. Caratteristica della malattia € la discontinuita delle



aree inflammate; le lesioni sono “a salto”, intervallate da zone normali, da cui il nome di
enterite regionale. L’incidenza del carcinoma del colon ¢ aumentata, ma non come nella colite
ulcerosa.

La CU é una malattia ulcero-infiammatoria cronica che, come il MC, ha un andamento
tipicamente ricorrente. Essa coinvolge il retto nel 95% dei casi, ma I’inflammazione puo
estendersi in modo retrogrado e continuo al colon per una distanza variabile fino a
coinvolgerlo completamente in alcuni casi (pancolite). Nel 10% dei soggetti con pancolite
puo essere coinvolta anche la mucosa dell’ileo terminale. Non vi € mai estensione ad altre
zone del tratto digerente. Le caratteristiche fondamentali dell’inflammazione sono la
distribuzione continua, e non saltatoria come nel MC, ed il coinvolgimento limitato alla sola
mucosa. C’¢ un aumento del rischio di insorgenza del carcinoma rettale ed un’incidenza
molto maggiore di adenocarcinoma del colon.

I tumori intestinali possono insorgere sia nell’intestino tenue sia nel crasso anche se con
frequenza differente (i tumori del tenue sono rari, mentre il colon/retto € una delle parti
dell’organismo piu colpite da neoplasie primitive). I tumori intestinali si possono classificare
in: lesioni epiteliali neoplastiche [benigne (polipi adenomatosi) o maligne (adenocarcinoma,
carcinoide, carcinoma del retto)] o lesioni mesenchimali [benigne (leiomioma, lipoma,
angioma) o maligne (leiomiosarcoma, liposarcoma, sarcoma di Kaposi)]. | tumori piu
frequenti sono quelli di origine epiteliale.

I tumori dell’intestino tenue costituiscono solo il 2-3% di tutti i tumori che insorgono
nell’intestino, nonostante il tenue rappresenti il 90% della superficie intestinale, e la maggior
parte di essi é benigna (leiomiomi, adenomi e lipomi). Il motivo per cui le neoplasie sono rare
nel tenue e ignoto. Rispetto alle neoplasie primitive, in questa porzione intestinale & invece
pil comune la presenza di metastasi, soprattutto di tumori che originano nella cavita
addominale (colon, pancreas e ovaio). In ordine decrescente di frequenza, i tumori maligni
che originano nell’intestino tenue sono i tumori carcinoidi, gli adenocarcinomi (con
un’incidenza quasi sovrapponibile ai primi) ed 1 linfomi maligni.

Per quanto riguarda i tumori dell’intestino crasso, la maggior parte dei polipi intestinali
insorge sporadicamente soprattutto nel colon con una frequenza che aumenta con 1’eta. Nel
90% dei casi si tratta di polipi non neoplastici, mentre gli adenomi sono polipi displastici
premaligni che si presentano con un differente aspetto macro e microscopico ed un potenziale

di trasformazione maligna (adenocarcinoma) variabile. L’adenocarcinoma colorettale



costituisce circa il 95% dei tumori del colon e rappresenta la seconda causa di morte per
cancro sia negli uomini che nelle donne (Celotti F., 2002).

Diversi studi hanno evidenziato che I’insorgenza di patologie intestinali, come le IBD e
alcune forme di tumore, ¢ legata allo stress ossidativo e all’infiammazione.

Si pensa, infatti, che lo stress ossidativo giochi un ruolo chiave nello sviluppo del danno
intestinale nelle IBD, a causa del suo coinvolgimento primario nella anomala risposta
immunitaria e inflammatoria delle cellule intestinali verso antigeni alimentari e batteri
commensali. Durante la fase attiva della malattia i leucociti attivati generano non solo un
ampio spettro di citochine pro-infiammatorie, ma anche un eccesso di reazioni ossidative, che
alterano marcatamente [’equilibrio redox nella mucosa intestinale e sostengono
I’infiammazione inducendo vie di segnalazione redox-sensibili e fattori di trascrizione.
Inoltre, diverse molecole infiammatorie generano ulteriori prodotti di ossidazione, portando
ad un autosufficiente e auto-amplificato circolo vizioso, che alla fine danneggia la barriera
intestinale (Biasi F. et al., 2013c).

Inoltre, I’inflammazione cronica sembra essere un importante fattore nello sviluppo della
cancerogenesi (Federico A. et al., 2007; Reuter S. et al., 2010). E ampiamente noto che il
cancro colorettale ¢ una complicanza di uno stato di infiammazione cronica nell’intestino.
Pazienti con patologie infiammatorie intestinali (CU e MC) hanno un rischio 6 volte maggiore
di sviluppare il tumore colorettale rispetto alla popolazione generale (Barrett C.W. et al.,
2013). Un’eccessiva e incontrollabile produzione di specie reattive dell’ossigeno per un
periodo di tempo prolungato comporta un danno persistente delle cellule nel tessuto e di
conseguenza un’inflammazione cronica. Oltre alle cellule danneggiate, anche le cellule
inflammatorie producono mediatori solubili, che agiscono da ulteriore reclutamento di cellule
inflammatorie al sito della lesione e producono ulteriori specie reattive (Reuter S. et al.,
2010; Gu Y. et al., 2013). Questo ambiente ossidativo/inflammatorio porta ad una maggiore
produzione di prodotti di ossidazione, come gli idroperossidi, che possono danneggiare le
cellule epiteliali e stromali sane in prossimita delle lesioni, e a lungo andare puo portare alla
cancerogenesi (Perse M., 2013).

E stato dimostrato che fra i prodotti di ossidazione legati alla patogenesi delle IBD e
all’incremento del rischio di sviluppare il cancro colorettale un ruolo centrale & svolto dagli

ossisteroli, a causa del loro effetto pro-ossidante e pro-infiammatorio (Biasi F. et al., 2013a).



1.2 Ossisteroli

Gli ossisteroli sono i prodotti di ossidazione del colesterolo, uno sterolo che nella maggior
parte degli animali € il precursore degli acidi biliari, della vitamina D3 e degli ormoni
steroidei; € inoltre un costituente chiave delle membrane cellulari di cui media fluidita e
permeabilita. La maggior parte viene sintetizzata dal fegato e altri tessuti, ma una parte viene
assorbita con la dieta. La fonte principale di colesterolo nella dieta sono i prodotti di origine
animale (Hur S.J. et al., 2007).

Essendo un lipide monoinsaturo, quindi una molecola con un legame insaturo o doppio
legame sul carbonio 5, ¢ suscettibile all’ossidazione in presenza di ossigeno, luce, calore,
radiazioni, radicali liberi, ioni metallici e altri fattori (Hur S.J. et al., 2007).

Gli ossisteroli, sono un gruppo di steroli che sono simili nella struttura al colesterolo ma
contengono un addizionale gruppo idrossi, chetone o epossido nel nucleo sterolico e/o un
gruppo idrossile nella catena laterale delle loro molecole (Hur S.J. et al., 2007; Brown A.J.
and Jessup W., 2009). Vengono generati in vivo per via non enzimatica in seguito al
processo di ossidazione dei lipidi nelle membrane biologiche e nelle lipoproteine (Lyons
M.A. and Brown A.J., 1999; Salonen J.T., 2000) o per via enzimatica, durante il
catabolismo del colesterolo (Salonen J.T., 2000).

In generale, gli ossisteroli biologici rientrano in due principali categorie: quelli ossigenati
nell’anello sterolico, principalmente in posizione 7 (es.: 7o/B-idroperossicolesterolo, 7-
chetocolesterolo e 7a/B-idrossicolesterolo) e quelli ossigenati nella catena laterale (es.: 24-
idrossicolesterolo, 25-idrossicolesterolo e 27-idrossicolesterolo) (Brown A.J. and Jessup W.,
2009). Generalmente, gli steroli ossigenati nell’anello tendono a essere formati non-
enzimaticamente, mentre gli steroli ossigenati nella catena laterale solitamente hanno
un’origine enzimatica (Brown A.J. and Jessup W., 2009; Ryan E. et al., 2009). Tuttavia ci
sono eccezioni a questa regola, il 25-idrossicolesterolo e il 7a-idrossicolesterolo per esempio
possono essere prodotti sia per via enzimatica che non-enzimatica (Brown A.J. and Jessup
W., 2009; Otaegui-Arrazola A. et al., 2010).

La presenza di un doppio legame rende il colesterolo suscettibile all’attacco radicalico in
modo simile a quello subito dagli acidi grassi polinsaturi (PUFA) e determina 1’estrazione di
un atomo di idrogeno con conseguente formazione di un sito radicalico sul carbonio 7, che

reagisce successivamente con 1’ossigeno molecolare, producendo un radicale perossilico.



Questo radicale conserva la capacita di estrarre un ulteriore atomo di idrogeno da una
molecola lipidica, generando il 7a-idroperossicolesterolo che, per successiva epimerizzazione,
si trasforma in 7B-idroperossicolesterolo, isomero con una conformazione piu stabile che si
forma in modo predominante. | due idroperossidi sono comunque prodotti instabili e vengono
rapidamente ridotti nei corrispondenti idrossiderivati: 7a-idrossicolesterolo e 7f-
idrossicolesterolo o disidratati con formazione di un oxo-derivato, il 7-chetocolesterolo
(Salonen J.T., 2000; Adachi J. et al., 2001; Evangelisti F., 2003; Brown A.J. and Jessup
W., 2009); I’ossidazione pud anche continuare enzimaticamente e, in questo caso, vengono
ridotti a epossicolesteroli (Otaegui-Arrazola A. et al., 2010).

Gli ossisteroli, oltre ad essere generati endogenamente, attraverso reazioni enzimatiche o non
enzimatiche, possono derivare dalla dieta (Biasi F. et al., 2008; Biasi F. et al., 2009; Biasi F.
et al., 2013a), in quanto sono presenti in diversi alimenti, in particolare alimenti ricchi di
colesterolo come burro chiarificato, latte (Guardiola F. et al., 2002), latte in polvere
(Leonarduzzi G. et al., 2002), prodotti lattiero-caseari, uova, uova in polvere, pesce essiccato
o conservato (Guardiola F. et al., 2002; Leonarduzzi G. et al., 2002), carne (Leonarduzzi
G. et al., 2002) e prodotti a base di carne (Guardiola F. et al., 2002). Generalmente, i
prodotti contenenti colesterolo sono suscettibili all’ossidazione, soprattutto i1 prodotti
alimentari disidratati, soggetti a radiazioni o sottoposti ad alte temperature, cosi come quelli
che vengono cotti in presenza di ossigeno (Guardiola F. et al., 2002; Leonarduzzi G. et al.,
2002). Infatti, in tutte queste condizioni, il colesterolo alimentare & esposto a numerose specie
reattive dell’ossigeno (ROS) (Leonarduzzi G. et al., 2002; Vejux A. et al., 2008; Vejux A.
and Lizard G., 2009). Non solo la lavorazione ma anche la conservazione per lunghi periodi
non sotto vuoto aumenta marcatamente la formazione di ossisteroli, per la stessa ragione
(Leonarduzzi G. et al., 2002).

Gli ossisteroli piu comunemente rilevati negli alimenti trasformati sono gli steroli 7-ossigenati
(7-chetocolesterolo, 7a-idrossicolesterolo, 7f-idrossicolesterolo) e gli steroli 5,6-0ssigenati
(5a,60-epossicolesterolo, 5B,6B-epossicolesterolo, colestano-3p,5a,6p-triolo), nonché il 25-
idrossicolesterolo, il 19-idrossicolesterolo, il 20a-idrossicolesterolo, il 3B-idrossi-Sa-
colestano-6-one ¢ il 3B,5a-diidrossicolestano-6-one, che sono presenti in quantitd minori
(Guardiola F. et al., 2002; Leonarduzzi G. et al., 2002).

Gli ossisteroli alimentari vengono principalmente assorbiti come esteri nel tratto intestinale

superiore e trasportati nel plasma dai chilomicroni prima (Leonarduzzi G. et al., 2002;



Vejux A. et al., 2008; Vejux A. and Lizard G., 2009) e dalle altre classi lipoproteiche poi
(Vejux A. et al., 2008; Vejux A. and Lizard G., 2009). Livelli piu elevati di ossisteroli sono
presenti nelle lipoproteine a bassa densita (LDL) ed in misura minore nelle lipoproteine ad
alta densita (HDL) e nelle lipoproteine a densita molto bassa (VLDL). Alcuni studi hanno
inoltre dimostrato che gli ossisteroli possono essere trasportati dall'albumina (Babiker A. and
Diczfalusy U., 1998; Guardiola F. et al., 2002). Rispetto al colesterolo, gli ossisteroli
vengono assorbiti piu rapidamente nell'intestino, hanno una liberazione plasmatica piu rapida
e sono rapidamente captati dai tessuti (Krut L.H. et al., 1997).

Gli ossisteroli svolgono importanti funzioni fisiologiche come regolatori dell’espressione di
geni coinvolti nella biosintesi di lipidi e steroli (Brown M.S. and Goldstein J.L., 1974;
Kandutsch A.A. and Chen H.W., 1974; Brown A.J. and Jessup W., 2009), come substrati
per la formazione degli acidi biliari (Danielsson H. et al., 1984; Brown A.J. and Jessup W.,
2009), nel trasporto dello sterolo tra i tessuti (Brown A.J. and Jessup W., 2009) e come
mediatori del trasporto inverso del colesterolo con cui 1’eccesso di colesterolo viene restituito
al fegato per I’escrezione (Bjorkhem I. et al., 1994; Lutjohann D. et al., 1996; Norlin M. et
al., 2000; Olkkonen V.M. and Lehto M., 2004; Bjorkhem 1., 2007). In normali condizioni,
gli ossisteroli coinvolti in questi processi sono mantenuti a livelli molto bassi e controllati,
solitamente in presenza di un grande eccesso (circa 1000 volte) di colesterolo (Brown A.J.
and Jessup W., 2009).

Queste molecole mostrano anche diversi effetti dannosi come citotossicita (Smith L.L. and
Johnson B.H., 1989; Adachi J. et al., 2001; Evangelisti F., 2003; Vejux A. et al., 2008;
Vejux A. and Lizard G., 2009), cancerogenicita, mutagenicita (Smith L.L. and Johnson
B.H., 1989; Adachi J. et al., 2001; Evangelisti F., 2003), aterotossicita (Evangelisti F.,
2003), angiotossicita, inibiscono la mitosi (Smith L.L. and Johnson B.H., 1989; Adachi J.
et al., 2001), inducono la necrosi (Vejux A. et al., 2008; Vejux A. and Lizard G., 2009) o
I’apoptosi, oltre ad avere effetti pro-ossidanti (Smith L.L. and Johnson B.H., 1989; Adachi
J.etal., 2001; Vejux A. et al., 2008; Biasi F. et al., 2009; Vejux A. and Lizard G., 2009) e
pro-inflammatori (Vejux A. et al., 2008; Vejux A. and Lizard G., 2009; Mascia C. et al.,
2010).

Gli ossisteroli sono ormai considerati potenzialmente coinvolti nell'avvio e nella progressione
delle principali malattie croniche tra cui l'aterosclerosi, i processi neurodegenerativi, il

diabete, I’insufficienza renale e 1’intossicazione da etanolo (Guardiola F. et al., 1996;



Guardiola F. et al., 2002; Sottero B. et al., 2009). Inoltre, potrebbero contribuire allo
sviluppo della degenerazione maculare correlata all’eta (Malvitte L. et al., 2006), della
cataratta (Girao H. et al., 1998) ¢ dell’osteoporosi (Liu H. et al., 2005) e sono stati associati

a vari tipi di tumore (Jusakul A. et al., 2011).



1.2.1 Ossisteroli e ossidazione

Indagini epidemiologiche ed esperimenti condotti sugli animali hanno fornito prove a
sostegno del ruolo della perossidazione lipidica nell'aterogenesi e nelle malattie
cardiovascolari (Berliner J.A. and Heinecke J.W., 1996; Kroon P.A., 1997; Ferderbar S.
et al., 2007), nella degenerazione maculare correlata all'eta (Kopitz J. et al., 2004) e nella
malattia di Alzheimer (Bjorkhem 1., 2006; Vaya J. and Schipper H.M., 2007). Alcuni studi
hanno indicato che le lipoproteine a bassa densita ossidate (LDLox), note per contenere
elevati livelli di ossisteroli (Penn M.S. and Chisolm G.M., 1994; Berliner J.A. and
Heinecke J.W., 1996; Chisolm G.M. and Steinberg D., 2000; Gackowski D. et al., 2001;
Witztum J.L. and Steinberg D., 2001; Gordiyenko N. et al., 2004), e alcuni ossisteroli
identificati nelle lesioni aterosclerotiche o che penetrano nelle cellule epiteliali pigmentate
della retina (Steinbrecher U.P. et al., 1990; Guardiola F. et al., 1996; Brown A.J. and
Jessup W., 1999; Garcia-Cruset S. et al., 1999; Colles S.M. et al., 2001; Vaya J. et al.,
2001), sono rilevanti nell’induzione di processi ossidativi derivanti dalla sovrapproduzione di
ROS. Questi ROS hanno effetti collaterali sostanziali sulle cellule della parete vascolare a vari
stadi di sviluppo dell'aterosclerosi e sulle cellule retiniche e neuronali (Berliner J.A. and
Heinecke J.W., 1996; Garg T.K. and Chang J.Y., 2003; Vaya J. and Schipper H.M.,
2007). Infatti, contribuiscono a vari importanti eventi pro-aterosclerotici: proliferazione delle
cellule muscolari lisce (Greene E.L. et al., 2000), maggiore accumulo di LDLox in
macrofagi e cellule muscolari lisce e la conseguente formazione di cellule schiumose
(Berliner J.A. and Heinecke J.W., 1996), perdita di reattivita delle cellule endoteliali
(Touyz R.M., 2004), perossidazione dei lipidi di membrana e accumulo di prodotti di
ossidazione dei lipidi come malonildialdeide e ossisteroli, risultanti dall’ossidazione
spontanea del colesterolo cellulare (Hodis H.N. et al., 1992; Garcia-Cruset S. et al., 1999),
e induzione della morte cellulare (Colles S.M. et al., 2001).

Per quanto riguarda invece la malattia di Alzheimer, tutti e tre i prodotti di ossidazione del
colesterolo implicati finora nella patogenesi di questa malattia, il 7p-idrossicolesterolo, il 24-
idrossicolesterolo e il 27-idrossicolesterolo, aumentano significativamente il legame della
beta-amiloide (Ap) alle cellule neuronali umane differenziate (SK-N-BE e NT-2), ma solo il
24-idrossicolesterolo, a concentrazioni fisiologiche, € in grado di potenziare notevolmente gli

effetti pro-apoptotici e pro-necrogenici del peptide ABs, su queste cellule. Questo & dovuto



all’induzione di un forte aumento della generazione intracellulare di ROS NADPH ossidasi
(NOX) dipendente e il conseguente danneggiamento dell’equilibrio redox delle cellule
neuronali. L’incubazione delle cellule con gli antiossidanti quercetina o genisteina previene
I’effetto pro-ossidante di questo ossisterolo e il potenziamento di necrosi e apoptosi indotte
dall’AB (Gamba P. et al., 2011).

Sono stati effettuati numerosi studi in vivo e in particolare in vitro con diversi ossisteroli e
miscele di ossisteroli, per valutare il loro effetto pro-ossidante in vari processi patologici
(Vejux A. and Lizard G., 2009).

Per esempio, ratti alimentati con una dieta contenente ossisteroli hanno livelli
significativamente piu alti di mRNA della glutatione perossidasi e della superossido
dismutasi, un‘attivita notevolmente maggiore della glutatione perossidasi e concentrazioni
inferiori di glutatione totale e ridotto nel fegato rispetto ai ratti nutriti senza ossisteroli,
suggerendo che gli ossisteroli alimentari sollecitano il sistema di difesa antiossidante
(Ringseis R. and Eder K., 2004). In topi aterosclerotici apolipoproteina E-deficienti, & stato
anche riportato che alcuni ossisteroli (7-chetocholesterolo, 7B-idrossicolesterolo e 5p,6p-
epossicolesterolo) erano in grado di indurre l'attivazione della NOX dei macrofagi, il rilascio
di acido arachidonico e la produzione di anione superossido, che contribuisce all’ossidazione
cellulo-mediata delle LDL, e che la vitamina E era in grado di contrastare questi eventi
(Rosenblat M. and Aviram M., 2002). Il trattamento con 7-chetocholesterolo, 7p-
idrossicolesterolo, 5p,6B-epossicolesterolo, Sa,6a-epossicolesterolo e 25-idrossicolesterolo,
ha indotto un importante processo ossidativo, a volte associato ad una modalita complessa di
morte cellulare con caratteristiche di apoptosi in vari tipi di cellule in vitro (Pedruzzi E. et
al., 2004; Lemaire-Ewing S. et al., 2005; Joffre C. et al., 2007; Roussi S. et al., 2007). In
cellule U937 trattate con 7-chetocolesterolo e stato riportato un forte calo di glutatione ridotto
associato ad un aumento di attivita della superossido dismutasi, che precede l'attivazione del
processo apoptotico (Lizard G. et al., 1998; O'Callaghan Y.C. et al., 2001; Ryan L. et al.,
2004). In cellule muscolari vascolari lisce di ratto trattate con colesten-3,5a,6B-triolo é stata
descritta l'inibizione della glutatione perossidasi e dell’attivita della superossido dismutasi, in
relazione ad una modalita di morte cellulare apoptotica; € stata inoltre evidenziata la capacita
delle selenoproteine di contrastare questi eventi (Tang R. and Huang K., 2004; Tang R. et
al., 2005). In cellule muscolari lisce aortiche umane il 7-chetocholesterolo induce uno stress

ossidativo associato ad eventi apoptotici ed € stato dimostrato che questo effetto € mediato da
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una significativa sovraespressione (triplicata rispetto al livello basale) di NOX4, un omologo
della NOX generatrice di ROS (Pedruzzi E. et al., 2004). Concentrazioni citotossiche di 7-
chetocolesterolo ¢ 7B-idrossicolesterolo inducono anche processi di perossidazione lipidica e
la diminuzione delle difese antiossidanti (Lizard G. et al., 1998). E interessante notare che
alcuni antiossidanti (apigenina, astaxantina, carotene, folato, glutatione, licopene, N-
acetilcisteina e vitamina E) sono in grado di prevenire la morte cellulare indotta dagli
ossisteroli (Lizard G. et al., 2000; Lee T. and Chau L., 2001; Miguet-Alfonsi C. et al.,
2002; Huang R.F. et al., 2004; Palozza P. et al., 2007; Lordan S. et al., 2008).

Miscele di ossisteroli in proporzioni “ateroma rilevanti”” mostrano anche attivita pro-ossidanti
(Vejux A. et al., 2008; Vejux A. and Lizard G., 2009); in cellule U937, quando il 7p-
idrossicolesterolo & combinato con il 53,6B-epossicolesterolo, la diminuzione del livello di
glutatione e significativamente maggiore rispetto al 7p-idrossicolesterolo da solo (O'Sullivan
A J. et al., 2005). Esperimenti successivi hanno mostrato che quando il 7-chetocolesterolo e
stato somministrato alle cellule insieme al 7B-idrossicolesterolo, la generazione di ROS in
macrofagi murini J774.A1 era notevolmente attenuata (Biasi F. et al., 2004). E stato proposto
che la competizione tra ossisteroli, apparentemente a livello di NOX, riduce l'induzione di
ROS e la tossicita diretta che viene avviata da specifici ossisteroli (Leonarduzzi G. et al.,
2006). Inoltre, nella linea cellulare di macrofagi murini J774.A1, con una miscela di
ossisteroli ~ biologicamente  rappresentativa  (7a-idrossicolesterolo  (10,2%),  7pB-
idrossicolesterolo (6,7%), 5a,6a-epossicolesterolo (10,3%), 5B,6p3-epossicolesterolo (24,3%),
cholesten-3p3,5a,6p-triolo  (10,0%), 7-chetocholesterolo (31,0%) e 25-idrossicolesterolo
(7,3%)), che approssima le proporzioni di ossisteroli trovati nelle LDL dal plasma umano
(Sevanian A. et al., 1994), il livello di mMRNA della MnSOD e stato notevolmente aumentato
dopo 24 ore di esposizione (Yuan X.M. et al., 2000). Questa sovraespressione di mRNA
della MnSOD puo essere una risposta adattativa importante degli ossisteroli per regolare le

specie dell’ossigeno coinvolte nella morte apoptotica di macrofagi/cellule schiumose (Vejux

A. etal., 2008; Vejux A. and Lizard G., 2009).
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1.2.2 Ossisteroli e inflammazione

E ormai accettato che le aree vascolari di progressione aterosclerotica sono in uno stato di
persistente inflammazione (Witztum J.L. and Steinberg D., 2001; Tedgui A. and Mallat
Z., 2006). Tuttavia, il principale meccanismo attraverso il quale un eccesso cronico di
colesterolo nel sangue contribuisca all’espressione di eventi infiammatori, che caratterizza
I'insorgenza e/o la progressione dell'aterosclerosi, non € ancora stato chiaramente definito
(Vejux A. and Lizard G., 2009).

Numerosi eventi ossidativi sono associati con lo sviluppo della placca aterosclerotica (Cave
A.C. et al., 2006) ed é ora accertato che le oxLDLs svolgono un ruolo importante nella
iniziazione e promozione di strie lipidiche e placche fibrotiche (Berliner J.A. and Heinecke
J.W., 1996). Fra gli agenti ossidanti presenti nelle oxLDLs che possono essere responsabili
dei processi infiammatori, diversi ossisteroli sono di interesse primario (Lemaire-Ewing S. et
al., 2005). Quando monociti umani, macrofagi derivati da monociti (cellule THP-1) e cellule
dell'epitelio pigmentato retinico suino sono stati esposti ad una serie di ossisteroli (7-
chetocholesterolo, 7B-idrossicolesterolo, 24-idrossicolesterolo, 25-idrossicolesterolo o
colesten-3B,5a,6B-triolo), tutti hanno stimolato la produzione di IL- 8, ma il 25-
idrossicolesterolo € stato il pit potente (Liu Y. et al., 1997; Joffre C. et al., 2007). In cellule
mononucleate umane I’attivita pro-inflammatoria del 25-idrossicolesterolo e aumentata in
condizioni di ipossia (Rydberg E.K. et al., 2003); questo ossisterolo si € rivelato anche
capace di potenziare la secrezione di IL-1p indotta da LPS (Rosklint T. et al., 2002). Inoltre,
in cellule leucemiche umane promonocitiche (U937) e nella linea cellulare macrofagica
murina J774-A1l, una miscela di ossisteroli biologicamente rappresentativa (7a-
idrossicolesterolo (5%), 7p-idrossicolesterolo (10%), 5a,6a-epossicolesterolo (20%), 58,6p-
epossicolesterolo (20%), cholesten-3p,5a,6p-triolo (9%), 7-chetocolesterolo (35%) e 25-
idrossicolesterolo (1%)) ha indotto sia 1’espressione che la sintesi di chemochine chiave per
monociti/macrofagi, in particolare la proteina chemiotattica dei monociti 1 (MCP-1)
(Leonarduzzi G. et al., 2005), e ha aumentato 1’espressione del fattore di crescita p1 (TGF-
1), svolgendo cosi un ruolo fondamentale nella chemiotassi delle cellule muscolari lisce e
nel differenziamento in strutture miofibroblasto-simili (Leonarduzzi G. et al., 2001). E stata
inoltre riportata, in cellule U937 e THP-1, una stimolazione della secrezione di varie

chemochine coinvolte nel reclutamento di cellule immunocompetenti a livello
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sottoendoteliale, ossia MCP-1, MIP-1, proteina inflammatoria dei monociti 1p (MIP-1p),
fattore di necrosi tumorale o (TNF-a), IL-1B e IL-8, principalmente in presenza di 7f3-
idrossicolesterolo e 25-idrossicolesterolo (Lizard G. et al., 1997; Prunet C. et al., 2006).
Inoltre, in cellule endoteliali della vena ombelicale umana (HUVECs), il 7o-
idrossicolesterolo, il 7p-idrossicolesterolo, il 7-chetocolesterolo e il 25-idrossicolesterolo
migliorano anche ’espressione di molecole di adesione coinvolte nel reclutamento di cellule
immunocompetenti come molecole di adesione intracellulare 1 (ICAM-1), molecole di
adesione delle cellule vascolari-1 (VCAM-1) ed E-selectine (Lemaire S. et al., 1998; Naito
Y. et al.,, 2004). Il trattamento di cellule muscolari lisce aortiche di ratto con il 25-
idrossicolesterolo o il 22R-idrossicolesterolo provoca I'accumulo di PLA; secretoria di gruppo
IIA e aumenta lattivita enzimatica (Antonio V. et al., 2003). In accordo con queste
osservazioni, la sostanziale stimolazione della produzione di eicosanoidi € stata osservata in
cellule ovariche di criceto CHO-K1 e cellule endoteliali dell’arteria coronarica bovina trattate
con il 25-idrossicolesterolo (Wohlfeil E.R. and Campbell W.B., 1997; Panini S.R. et al.,
2001).

Al momento, poco si sa sui meccanismi molecolari coinvolti nel processo inflammatorio
indotto dagli ossisteroli a livello trascrizionale, e sono probabilmente coinvolte diverse
modalita di regolazione dell'espressione genica, dato che l'attivazione dei recettori LXR
avviene solo con alcuni ossisteroli pro-infiammatori, ovvero il 22R-idrossicolesterolo e il 25-
idrossicolesterolo, ma non con il 7p-idrossicolesterolo (Peet D.J. et al., 1998; Edwards P.A.
et al., 2002; Khan S.A. and Vanden Heuvel J.P., 2003). Allo stesso modo, sono disponibili
poche informazioni sulle vie metaboliche attivate dagli ossisteroli a livello traduzionale e
post-traduzionale. Tuttavia, in cellule U937 e THP-1 trattate con 7p-idrossicolesterolo, & stato
chiaramente dimostrato che la secrezione di IL-8 era associata con l'attivazione della via di
segnalazione MEK/ERK1/2 (Prunet C. et al., 2006). E interessante notare che, in presenza di
un potente inibitore di MEK, la secrezione di IL-8 ¢ stata totalmente contrastata, mentre non &
stata osservata una diminuzione del livello di mRNA o di IL- 8 intracellulare (Prunet C. et
al., 2006).
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1.2.3 Ossisteroli a livello intestinale

L’intestino e il fegato rappresentano i siti iniziali di esposizione agli ossisteroli alimentari
(O'Sullivan AJ. et al., 2003). E stata recentemente suggerita un’associazione di questi
composti con lo sviluppo delle IBD, come la CU e il MC (Biasi F. et al., 2007; Mascia C. et
al., 2010; Biasi F. et al., 2013a), e con un aumento del rischio di sviluppare il cancro colon
rettale (Jusakul A. et al., 2011; Biasi F. et al., 2013a) e altri tipi di tumore con sede
gastrointestinale (Jusakul A. et al., 2011).

Gli ossisteroli sono in grado di indurre 1’espressione e la sintesi della citochina TGF-f1,
evento che puo essere dannoso o benefico a seconda della sua effettiva intensita. Il TGF-1,
normalmente espresso nelle cellule endoteliali, € fondamentale per il mantenimento
dell’omeostasi delle cellule dell’epitelio intestinale attraverso il controllo della proliferazione
e del differenziamento cellulare, nonché dell’apoptosi, e la sua disregolazione € stata
osservata in diverse malattie croniche umane, comprese la CU, il MC e il carcinoma del colon
(Biasi F. et al., 2007).

Come riportato per molti tumori umani, tra cui il cancro del colon, le cellule neoplastiche
tendono a diventare meno suscettibili agli effetti regolatori sulla crescita del TGF-B1,
soprattutto a causa della ridotta espressione e/o attivita dei recettori specifici (TGF-p1 1 e 1I).
Di conseguenza, un aumento sostenuto di TGF-B1 nella mucosa intestinale, come quello
causato da processi inflammatori e/o un’elevata assunzione di grassi animali con la dieta,
potrebbe diventare fondamentale per la progressione di un clone neoplastico. Infatti, questa
citochina pro-apoptotica e pro-differenziante, fondamentale nella regolazione della crescita
delle cellule dell'epitelio intestinale, potrebbe eliminare le cellule neoplastiche ancora
suscettibili all’azione antiproliferativa del TGF-B1 (cellule TGF-B1 recettore-positive),
favorendo indirettamente I'espansione clonale di quelle TGF-B1 resistenti (cellule TGF-p1
recettori carenti o negative).

| principali prodotti di ossidazione dei grassi animali, tra cui gli ossisteroli, possono favorire
I'espansione clonale delle cellule epiteliali del colon TGF-B1 recettore deficienti/negative,
attraverso I’aumento dell’espressione del TGF-B1 e di altre molecole di trasduzione nei
macrofagi e nei fibroblasti, che circondano la lesione neoplastica. Il risultato &€ una presenza
costante di concentrazioni relativamente elevate di TGF-p1 e di altri fattori modulatori della

crescita nell'area della proliferazione neoplastica. Non c’¢ alcun dubbio che il livello e
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l'attivita del TGF-B1 possono essere sovraregolati in cellule della linea macrofagica dai
prodotti di ossidazione dei grassi animali, come ossisteroli e aldeidi. Ma i fagociti nonché i
fibroblasti esprimono costitutivamente il TGF-B1 e si accumulano nello stroma associato al
tumore. Quindi la sovraregolazione di questa citochina nello stroma del colon associato al
tumore attraverso un’eccessiva assunzione di colesterolo e PUFA n-6 appare come
meccanismo primario della progressione del cancro, almeno in lesioni neoplastiche del tratto
digestivo (Biasi F. et al., 2008).

Diversi studi sono stati effettuati su un modello di epitelio intestinale umano che utilizza la
linea cellulare Caco-2. Sebbene le cellule Caco-2 siano cellule di adenocarcinoma del colon,
esse vanno incontro spontaneamente a differenziazione in cellule enterocita-simili circa 21
giorni dopo la semina su piastra. Le cellule Caco-2 differenziate esprimono i microvilli, le
membrane basolaterali separate da giunzioni strette e gli enzimi intestino-specifici, inoltre,
mostrano proprieta assorbenti simili a quelle di un normale intestino (Biasi F. et al., 2009).
Una miscela di ossisteroli rappresentativa di quanto puo essere ingerito con la dieta (Biasi F.
et al., 2009; Mascia C. et al., 2010; Biasi F. et al., 2013a), contenente 7-chetocolesterolo
(42,96%), Sa,60-epossicolesterolo  (32,3%), 5B,6B-epossicolesterolo  (5,76%), 7a-
idrossicolesterolo (4,26%) e 7B-idrossicolesterolo (14,71%) (Plat J. et al., 2005), utilizzata
alle concentrazioni 30 e 60 uM per trattare cellule Caco-2 indifferenziate e differenziate, non
ha esercitato alcun effetto necrogenico in entrambi i tipi cellulari e ha mostrato un
significativo effetto pro-apoptotico solo nelle cellule differenziate. Il pathway mitocondriale
di morte cellulare programmata € apparso sovraregolato nelle cellule Caco-2 differenziate in
seguito al trattamento con gli ossisteroli, come mostrato dalla diminuzione netta del
potenziale mitocondriale, seguito dal rilascio del citocromo c nel citosol e dall’attivazione
della caspasi-3. In particolare, 1’evento chiave nella sovraregolazione della morte
programmata indotta dagli ossisteroli nelle cellule Caco-2 differenziate € stato una maggiore
produzione di specie reattive dell’ossigeno, conseguente alla marcata attivazione della NOX
colonica (NOX1). Infatti, la depolarizzazione mitocondriale e I’attivazione della caspasi-3
indotta dagli ossisteroli nelle cellule Caco-2 differenziate sono state impedite dall’inibizione
dell’attivita di NOX mediante 'utilizzo di un inibitore specifico, il Diphenyleneiodonium
(DPI). Questo conferma un’associazione causale dell’effetto pro-ossidante e proapoptotico
nelle cellule del colon (Biasi F. et al., 2009). Recentemente, e stato anche analizzato e
descritto il probabile ruolo della NOX fagocitaria (NOX2), cosi come quello delle isoforme
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altamente espresse nella mucosa gastrointestinale (NOX1 e DUOX?2), nella patogenesi delle
IBD e nella carcinogenesi al colon (Rokutan K. et al., 2008).

La medesima miscela di ossisteroli utilizzata ad una concentrazione di 30 uM nelle cellule
Caco-2 differenziate, sovraregola 1’espressione e la sintesi dell’IL-8. Questa € una delle piu
importanti citochine coinvolte nell’inflammazione intestinale, ¢ chemiotattica ¢ promuove la
migrazione dei neutrofili nello strato epiteliale. La miscela esercita un effetto colitico
attraverso la sovraregolazione della NOX1. L’induzione dell’IL-8 nelle Caco-2 da parte della
miscela é stata prevenuta dal pretrattamento delle cellule con il DPI. Quando i vari ossisteroli
che compongono la miscela sono stati aggiunti singolarmente, nelle stesse concentrazioni a
cui sono presenti nella miscela, il 7p-idrossicolesterolo ha aumentato notevolmente
I’espressione ¢ la sintesi dell’IL-8 in modo piu efficiente rispetto alla miscela di ossisteroli,
mentre gli altri componenti hanno avuto poco o nessun effetto su questa citochina. Quando il
7B-idrossicolesterolo é stato aggiunto in coppia con ognuno degli altri ossisteroli presenti
nella miscela, tre dei quattro ossisteroli (7-chetocolesterolo, 5a,6a-epossicolesterolo e 5B,6p-
epossicolesterolo) hanno modulato leggermente la sovraregolazione esercitata dal 7f-
idrossicolesterolo sull’IL-8 mentre il 7o-idrossicolesterolo non ha avuto effetto; solo il
trattamento combinato 5B,6B-epossicolesterolo e 7B-idrossicolesterolo ha indotto livelli di
mRNA per I’IL-8 e di proteina simili a quelli raggiunti nelle cellule trattate con la miscela.
Inoltre, la miscela di ossisteroli ha sovraregolato 1’espressione di altre interleuchine pro-
inflammatorie, IL-1a, IL-6, MCP-1 e IL-23 e ha incrementato i livelli cellulari di mRNA del
TGFP1 e di due recettori di membrana coinvolti nella modulazione dell’immunita intestinale
innata, TLR2 e TLRO. Il 7B-idrossicolesterolo ha indotto un incremento dell’espressione di
tutte le molecole indotte dalla miscela, tranne i TLR 2 e 9; inoltre I’effetto sulle citochine pro-
inflammatorie, IL-1a, IL-6, MCP-1 e IL-23 & sembrato piu marcato rispetto a quello della
miscela (Mascia C. et al., 2010).

Quando diverse concentrazioni (30, 60 e 90 uM) della miscela di ossisteroli o gli ossisteroli
aggiunti singolarmente alle stesse concentrazioni a cui sono presenti nella miscela 60 uM
sono state utilizzate per trattare cellule Caco-2 indifferenziate, le concentrazioni 30 e 60uM
della miscela non hanno esplicato alcun effetto necrogenico, che si é invece osservato con 90
uM; successivamente é stata quindi utilizzata la miscela 60 uM o i singoli ossisteroli. La
miscela 60 uM ha mostrato un lieve effetto pro-apoptotico, valutato in termini di attivazione

della caspasi-3 e della caspasi-7; mentre il 7a-idrossicolesterolo, il 7p-idrossicolesterolo e il
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S5a,6a-epossicolesterolo sono risultati in grado di indurre un aumento dell’attivita delle
caspasi-3 e 7, quindi un significativo effetto pro-apoptotico, se aggiunti alla coltura cellulare
singolarmente. Il 7B-idrossicolesterolo ha esplicato un’azione maggiore rispetto agli altri
ossisteroli e alla miscela. L'aumento della produzione di specie reattive dell'ossigeno
attraverso la sovraregolazione dell’isoforma NOX1 sembra essere I'evento chiave
nell’apoptosi indotta dagli ossisteroli in queste cellule. Il trattamento con la miscela ha indotto
una lieve ma significativa differenza nell’induzione della NOXI1 rispetto al controllo e il
5a,6a-epossicolesterolo e il 7p-idrossicolesterolo sono stati ancora piu efficienti della miscela
nell’induzione dell’attivita della NOX1. Quando le cellule sono state trattate con 1’inibitore
della NOX, il DPI, non si é osservata attivazione della NOX1 né attivazione delle caspasi-3 e
7. Per quanto riguarda gli effetti pro-infiammatori degli ossisteroli é stata valutata la sintesi
delle citochine IL-8 e MCP-1. Si e osservato un lieve incremento di IL-8 solo in seguito al
trattamento con la miscela, mentre la produzione di MCP-1 é stata significativamente indotta
dal 7B-idrossicolesterolo e, in misura minore, dalla miscela di ossisteroli. L’infiammazione
indotta dagli ossisteroli sembra essere NOX1-indipendente, infatti in presenza di DPI non si
osserva inibizione di MCP-1 suggerendo un ruolo secondario di questo enzima
nell’inflammazione indotta dagli ossisteroli nelle cellule tumorali del colon.

Questi risultati indicano un ruolo selettivo di alcuni componenti della miscela di ossisteroli
nell’induzione dell’apoptosi in cellule tumorali del colon, principalmente attraverso la
generazione di ROS NOX1-dipendente. Al contrario, la parziale risposta di queste cellule
tumorali a stimoli inflammatori indotta da ossisteroli, principalmente il 73-idrossicolesterolo,
sembra essere NOX1-indipendente (Biasi F. et al., 2013a).

Per quanto riguarda 1’attivita pro-inflammatoria di alcuni ossisteroli nelle cellule intestinali,
Bai e collaboratori hanno dimostrato che in cellule Caco-2 indifferenziate, il pretrattamento
con il 25-idrossicolesterolo aumenta significativamente la produzione dell’IL-8, sia a livello
di espressione dell’'mRNA che di secrezione della proteina, solo dopo stimolazione con IL-1p.
L’IL-1pB, un importante mediatore dell’inflammazione intestinale, promuove la produzione di
IL-8, che pu0 essere modulata da una serie di fattori, incluso lo stress ossidativo. Inoltre, il
pretrattamento con il 25-idrossicolesterolo, seguito dalla stimolazione con IL-1B, ha
aumentato I’attivita del promotore dell’IL-8 rispetto a quella osservata solo con IL-1p. Questi
risultati suggeriscono che il 25-idrossicolesterolo aumenti la produzione di IL-8 indotta

dall’IL-1p, probabilmente regolando l'attivita del promotore (Bai B. et al., 2005).
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Quattro ossisteroli che si trovano comunemente nella dieta, il 25-idrossicolesterolo, il 73-
idrossicolesterolo, il 5B,6B-epossicolesterolo e il Sa,6a-epossicolesterolo, hanno esplicato un
effetto citotossico in cellule Caco-2 indifferenziate (O'Sullivan A.J. et al., 2003). Inoltre, in
cellule Caco-2 incubate 24 ore con diversi ossisteroli (30 uM), il Sa,60-epossicolesterolo non
ha indotto una riduzione significativa della vitalita cellulare, il 5B,6p-epossicolesterolo, il 73-
idrossicolesterolo e il 7-chetocolesterolo hanno causato una significativa riduzione della
vitalita. mentre il colesten-3B,50,6pB-triolo, che € risultato il piu tossico, ha causato una
considerevole riduzione della vitalita (Ryan E. et al., 2005).

Per quanto riguarda 1’effetto antiproliferativo del 7pB-idrossicolesterolo, il trattamento con una
concentrazione 30 uM é stato in grado di indurre I’inibizione della crescita in cellule Caco-2
indifferenziate. Il 7B-idrossicolesterolo, non ha alterato il ciclo cellulare, non ha attivato le
caspasi-3 e 8 ma ¢ stato osservato un significativo aumento dell’attivita della caspasi-9 e la
frammentazione del DNA. Il trattamento con un inibitore della caspasi (Z-VAD.fmk) non ha
ritardato il processo apoptotico indotto dal 7B-idrossicolesterolo. Questi risultati suggeriscono
che il 7B-idrossicolesterolo induce morte cellulare nelle Caco-2 secondo un meccanismo non
mediato dalle caspasi (Roussi S. et al., 2005). In uno studio successivo, lo stesso gruppo di
ricerca ha dimostrato che il 7p-idrossicolesterolo induceva la morte cellulare potenziando la
perdita di potenziale di membrana mitocondriale, un processo che e indipendente dalle
proteine Bcl-2/Bax. Inoltre ha comportato il rilascio di citocromo ¢ e un pathway di morte
caspasi-indipendente che coinvolge la produzione di ROS e la stimolazione dell’espressione
dell’endonucleasi G. Inoltre ha alterato 1’integrita della membrana lisosomiale (Roussi S. et
al., 2007).

Per quanto riguarda invece il 7-chetocolesterolo, la sua citotossicita & stata valutata
utilizzando differenti concentrazioni (0-120 uM) e tempi di incubazione (4-24 ore) in cellule
Caco-2, utilizzate 6 giorni dopo la semina. L’attivita endo/lisosomiale non ¢ stata
compromessa. Il 7-chetocolesterolo ha mostrato un effetto deleterio sul compartimento
mitocondriale alterando il potenziale di membrana a tutte le concentrazioni testate (12/24 ore).
Inoltre il 7-chetocolesterolo non ha alterato il ciclo cellulare. Le cellule incubate con 30 e
60uM di 7-chetocolesterolo mostrano un trend in aumento per I’'RNA totale nella popolazione
in fase G1 e un trend in diminuzione del contenuto di RNA totale nella popolazione in fase
G2, mentre le cellule incubate con 120 uM di 7-chetocolesterolo hanno mostrato una

diminuzione del contenuto di RNA nella popolazione G1. Questo riflette gli effetti negativi di
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questo composto sulla principale popolazione cellulare funzionale, in cui altera la sintesi

proteica (Alemany L. et al., 2012).
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1.3 Tossicita degli ossisteroli: modulazione della NADPH ossidasi e delle
MAPKSs

1.3.1 NADPH ossidasi (NOX)

E stato dimostrato che i ROS, tra cui il perossido di idrogeno (H,0,), il radicale idrossile
(OHe), I’ossigeno singoletto (*Oy), il perossinitrito (ONOO) e il superossido (O,") agiscono
come molecole segnale che modulano molteplici risposte cellulari (Katsuyama M., 2010).

Le principali fonti di O, generato nell’organismo sono le NOX. Queste ossidasi producono
O;" dall’ossigeno usando il NADPH come donatore di elettroni (Katsuyama M., 2010). La
famiglia delle NOX ¢ la sola famiglia di enzimi conosciuta con 1’'unica funzione di produrre
ROS (Altenhofer S. et al., 2012).

Quindi la NOX é un enzima che genera superossido (O,), identificato per la prima volta nei
fagociti, che mostra attivita battericide (Katsuyama M., 2010).

Gli studi sulle NOX sono stati effettuati prevalentemente nei fagociti, come i neutrofili,
perché mutazioni nei geni che codificano per la NOX fagocitica sono state trovate in pazienti
affetti da malattia granulomatosa cronica (Royer-Pokora B. et al., 1986). La NOX fagocitica
e costituita da due proteine di membrana, gp91lphox o NOX2 e p22phox; tre proteine
citosoliche, p67phox, p47phox e p40phox, e una piccola proteina Rac legante il GTP. NOX2
¢ la subunita catalitica di questo enzima. Un’infezione batterica induce 1’associazione e la
traslocazione sulla membrana del fagosoma dei componenti citosolici e comporta
I’attivazione di questo enzima (Katsuyama M., 2010).

D'altra parte, € stato riportato che 1’0, viene prodotto in maniera NADPH dipendente anche
in cellule non fagocitiche come le cellule muscolari lisce vascolari (VSMC) o le cellule
epiteliali gastrointestinali. Il fatto che la NOX2 non venga espressa in queste cellule ha
suggerito la presenza di enzimi omologhi (Katsuyama M., 2010). L’identificazione di un
omologo di NOX2 altamente espresso nelle cellule epiteliali del colon € stata riportata da Suh
e colleghi nel 1999 (Suh Y.A. et al., 1999) e da Banfi e colleghi nel 2000 (Banfi B. et al.,
2000). Questo omologo, che é stato chiamato NOX1 (Katsuyama M., 2010), & presente in
abbondanza nel colon e a livelli inferiori nell’utero, nella prostata e nelle cellule muscolari
lisce vascolari (Suh Y.A. et al., 1999). Per quanto riguarda la localizzazione subcellulare di

NOX1, questa si trova nelle caveole, introflessioni a forma di fiasca della membrana
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plasmatica coinvolte nel trasporto di molecole di dimensioni non troppo elevate e di ioni
all’interno delle cellule, 0 negli endosomi precoci (Hilenski L.L. et al., 2004; Miller F.J., Jr.
et al., 2007).

Finora, sono state identificate cinque isoforme di NOX (NOX1, NOX2, NOX3, NOX4 e
NOX5) e due enzimi correlati, DUOX1 e DUOX2 (Katsuyama M., 2010; Altenhofer S. et
al., 2012; Natarajan S.K. and Becker D.F., 2012). Le varie isoforme hanno caratteristiche
diverse in dipendenza delle componenti necessarie per I’attivazione, della distribuzione
tissutale, della regolazione dell’espressione ¢ delle funzioni fisiologiche (Katsuyama M.,
2010).

I ROS generati dalle NOX sono coinvolti nello stress ossidativo e nel “signaling”.
Originariamente 1’unica funzione fisiologica attribuita alla NOX era quella di essere
responsabile del “burst” respiratorio del fagocita per uccidere i microrganismi invasori. In
seguito all’attivazione, la NOX2 genera una grande quantita di superossido nei neutrofili che
porta all’uccisione dei microbi durante la fagocitosi. Con la scoperta di diverse isoforme della
NOX sono emerse ulteriori funzioni cellulari, oltre a quella di difesa dell’ospite. Le NOX,
infatti, partecipano al “redox signaling” che coinvolge I’attivazione mediata dal perossido
d’idrogeno di differenti “pathways” che regolano la proliferazione e la morte cellulare
(Natarajan S.K. and Becker D.F., 2012).

Inizialmente la NOX1 é stata isolata dalle cellule epiteliali del colon (Suh Y.A. et al., 1999;
Banfi B. et al., 2000) ma é espressa anche nelle cellule muscolari vascolari lisce dove si
pensa che sia coinvolta nella proliferazione e nell’ipertrofia (Suh Y.A. et al., 1999; Lassegue
B. et al., 2001). Nonostante il livello di espressione di NOX1 nelle cellule muscolari vascolari
lisce venga incrementato dalla stimolazione con angiotensina I, PDGF, prostaglandina F,,,
siero o TPA, il livello e estremamente basso rispetto a quello nelle cellule epiteliali del colon
(Lassegue B. et al., 2001; Katsuyama M. et al., 2002; Fan C. et al., 2008).

L’espressione di NOX1 ¢ stata riportata anche in macrofagi (Lee S.H. et al., 2009) e
mastociti (Kim G.Y. et al., 2010). E stato suggerito che in queste cellule la NOX1 sia
coinvolta rispettivamente nella formazione di cellule schiumose e nella secrezione di IL-8
indotta dall’IL-1f contribuendo all’angiogenesi (Katsuyama M., 2010).

Il livello di espressione di NOX1 nel colon e molto elevato rispetto ad altri organi (Suh Y.A.
et al., 1999; Banfi B. et al., 2000). 1l ruolo fisiologico della NOX1 nel colon rimane alquanto

controverso. Sono stati proposti due ruoli, nella difesa immunitaria e nella proliferazione
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cellulare, o in condizioni patologiche, nelle IBD e nella carcinogenesi (Rokutan K. et al.,
2006; Rokutan K. et al., 2008).

L’attivazione della NOX1 costituisce una risposta precoce nella difesa delle cellule epiteliali
dell’ospite contro gli agenti patogeni (Grandvaux N. et al., 2007).

E stato suggerito che sia coinvolta nella proliferazione cellulare e nella differenziazione post-
mitotica, attraverso il controllo dell'equilibrio tra cellule caliciformi e assorbenti (Coant N. et
al., 2010). E stato dimostrato che la produzione di ROS da parte della NOX1 viene
incrementata in risposta a LPS e flagellina (Kawahara T. et al., 2004). Diversi studi hanno
correlato 1’aumento dell’attivita della NOX1 all’aumento dei processi di segnalazione
proliferativi come I’attivazione delle protein chinasi attivate da mitogeni (MAPKS) (Adachi
Y. et al., 2008) e c-Src (Gianni D. et al., 2008). Un altro studio recente suggerisce che
I’aumento dell’attivita della NOX1 promuove la migrazione delle cellule dell’adenocarcinoma
del colon (Sadok A. et al., 2008).

E stato proposto che la sua iperattivazione potrebbe avere un ruolo importante
nell’inflammazione del colon e nell’oncogenesi (Rokutan K. et al., 2008).

Come NOX2, NOX1 richiede vari componenti per la sua attivita enzimatica (Katsuyama M.,
2010). Nell’intestino la NOX consiste di due componenti legati alla membrana, NOX1
(subunitd omologa della gp91°"* fagocitica) e p22P"™, tre subunitd citosoliche, NoxAl
(subunita omologa della p67°" fagocitica), p40°"™ e NoxO1 (subunita omologa della p47°"
fagocitica), pit una piccola GTPasi, Rac. Durante 1’attivazione della NOX i suoi componenti
citoplasmatici NoxAl e p40P"* vengono fosforilati e NoxO1 li unisce al complesso
flavocitocromo attivo NOX1 e p22°"* di membrana (Biasi F. et al., 2009).

Diversi studi hanno dimostrato che in diversi tipi cellulari stimoli quali TNF-a, angiotensina
I1, trombina e PDGF sono in grado di stimolare la produzione di ROS da parte della NOX1 e
quindi di indurre attraverso 1’attivazione di vie di segnalazione quali JNK, p38, SSHIL, c-Src
ed ERK 1/2, eventi cellulari quali 1a morte, I’ipertrofia, la migrazione o la crescita (Brown
D.l. and Griendling K.K., 2009).

E stato inoltre dimostrato che in cellule intestinali umane HT-29 e Caco-2 anche I’azione pro-
inflammatoria di alcuni agenti tossici si sviluppa attraverso I’attivazione della NOX, con
conseguente produzione di ROS, attivazione delle MAPKs p38 ed ERK1/2 e di NF-kB e
produzione di IL-8 (Kuntz S. et al., 2010).
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Dr’altro canto citochine pro-inflammatorie possono seguire un percorso inverso. In cellule di
tumore colorettale umano HT-29.19A I’IL-13 puo stimolare la produzione di ROS attraverso
I’attivazione IL-13Ra1-JAK1-STAT6- e IL-13R02-MEK1/2-ERK1-2-dipendente della NOX1
(Mandal D. et al., 2010) e in cellule di cancro al colon T84, il TNF-a, attraverso I’attivazione

delle vie di segnalazione come p38 e JNK attiva la NOX1 (Kuwano Y. et al., 2008).
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1.3.2 MAPKs

Le MAPKs (mitogen-activated protein kinases) sono proteine serina/treonina chinasi che
convertono gli stimoli extracellulari in un’ampia gamma di risposte cellulari (Cargnello M.
and Roux P.P., 2011). Le MAPKSs sono tra le pit antiche vie di trasduzione del segnale e
sono state ampiamente utilizzate nel corso dell'evoluzione in molti processi fisiologici
(Widmann C. et al., 1999). Tutte le cellule eucariotiche possiedono molteplici vie MAPKSs,
che coordinatamente regolano I'espressione genica, la mitosi, il metabolismo, la motilita, la
sopravvivenza, ’apoptosi e il differenziamento (Cargnello M. and Roux P.P., 2011). La
maggioranza di queste sono, insieme alla via del fattore nucleare-kB (NF-kB), reclutate da
stress e stimoli infiammatori (Kyriakis J.M. and Avruch J., 2012).

Nei mammiferi, sono state caratterizzate 14 MAPKSs suddivise in sette gruppi. Le MAPKS
convenzionali comprendono ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinases 1/2), INK1/2/3
(c-Jun amino (N)-terminal kinases 1/2/3), le isoforme di p38 (a, B, y e 8) ed ERKS5, mentre le
MAPK:Ss atipiche comprendono ERK3/4, ERK7 ed NLK (Nemo-like kinase). | gruppi di gran
lunga piu studiati di MAPKs di mammifero sono ERK1/2, JNKs e le isoforme di p38
(Cargnello M. and Roux P.P., 2011).

Questo gruppo di MAPKSs convenzionali &€ composto da un insieme di tre chinasi, conservate
evolutivamente, che agiscono in sequenza: una MAPK, una MAPK chinasi (MAPKK) e una
MAPKK chinasi (MAPKKK). Le MAPKKKSs, che sono proteine serina/treonina kinasi sono
spesso attivate attraverso la fosforilazione e/o in seguito alla loro interazione con una proteina
legante il GTP della famiglia Ras/Rho in risposta a stimoli extracellulari. L’attivazione della
MAPKKK porta alla fosforilazione e attivazione di una MAPKK che poi stimola l'attivita
della MAPK attraverso una doppia fosforilazione sui residui di treonina e tirosina. La
fosforilazione di questi residui e essenziale per le attivita enzimatiche (Cargnello M. and
Roux P.P., 2011).
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1.3.2.1 ERK - interazione con gli ossisteroli

ERK1 é stata la prima MAPK di mammifero a essere clonata e caratterizzata (Cargnello M.
and Roux P.P., 2011). ERK1 ed ERK2 vengono espresse in diversa misura in tutti i tessuti
con livelli particolarmente elevati in cervello, muscolo scheletrico, timo e cuore (Boulton
T.G. et al., 1990). ERK1 ed ERK2 vengono attivate da fattori di crescita compreso il fattore
di crescita derivato dalle piastrine (PDGF), il fattore di crescita dell’epidermide (EGF) e il
fattore di crescita della cellula nervosa (NGF), e in risposta all’insulina (Boulton T.G. et al.,
1990). Sono anche attivate da ligandi per recettori eterotrimerici accoppiati a proteine G
(GPCRs), citochine, stress osmotico e disorganizzazione dei microtubuli (Raman M. et al.,
2007).

Nelle cellule quiescenti ERK1/2 ha una localizzazione citoplasmatica, ma al momento della
stimolazione extracellulare, una percentuale significativa di ERK1/2 si accumula nel nucleo
(Chen R.H. et al., 1992; Lenormand P. et al., 1993).

ERK1/2 gioca un ruolo centrale nel controllo della proliferazione cellulare. L’attivita di
ERK1/2 ¢ rapidamente stimolata da agenti mitogenici e, in cellule normali 1’attivazione
sostenuta di queste chinasi ¢ richiesta per un’efficiente progressione dalla fase G; alla fase S.
ERK1/2 controlla la proliferazione cellulare attraverso diversi meccanismi che includono
I’induzione di regolatori positivi del ciclo cellulare (Meloche S. and Pouyssegur J., 2007).
ERK1 e 2 possono anche essere coinvolte nella risposta allo stress ossidativo che porta alla
proliferazione o all’apoptosi (Stanciu M. et al., 2000; Seo S.R. et al., 2001; Noshita N. et
al., 2002; Canals S. et al., 2003; Kabe Y. et al., 2005). ERK gioca un doppio ruolo nella
regolazione della morte cellulare e della sopravvivenza che dipende dalla forza e dalla durata
della sua attivazione: un’attivazione persistente di ERK porta alla morte cellulare (Stanciu M.
et al., 2000; Seo S.R. et al., 2001; Canals S. et al., 2003) (Watabe M. et al., 1997; van den
Brink M.R. et al., 1999), mentre un’attivazione di breve durata ¢ associata alla
sopravvivenza (Xia Z. et al., 1995).

E stato dimostrato che ERK & coinvolta in diversi eventi correlati con I’induzione
dell’aterosclerosi da parte degli ossisteroli.

E stato infatti osservato che attraverso una prolungata attivazione di ERK e ’attivazione di
NF-kB, probabilmente in riposta allo stress ossidativo e/o all’incremento della concentrazione

del calcio intracellulare, il colesten-3p,50,6B-triolo ha indotto I’apoptosi delle cellule
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endoteliali della vena ombelicale umana (ECV-304); I’apoptosi delle cellule endoteliali
vascolari ¢ stata strettamente associata allo sviluppo dell’aterosclerosi (Liu H. et al., 2011).
Inoltre, I’attivazione di ERKI1/2 mediata dal calcio, ha preceduto i cambiamenti
ultrastrutturali, disorganizzazione del reticolo endoplasmatico e delle membrane del Golgi,
che hanno caratterizzato la morte cellulare indotta nelle cellule muscolari lisce aortiche umane
dal 7p-idrossicolesterolo, che puo trovarsi nelle oxLDLs (Ares M.P.S. et al., 2000).

ERK ¢ coinvolta anche nell’induzione da parte degli ossisteroli del differenziamento cellulare
monocitico e nella formazione di cellule schiumose che si verifica nelle lesioni vascolari
durante la progressione dell’aterosclerosi. E stato dimostrato che in cellule promonocitiche
umane (U937) una miscela di ossisteroli biologicamente rappresentativa stimola 1’espressione
e la sintesi del recettore CD36, marker di macrofagi maturi e recettore chiave per la
captazione e 1’accumulo delle oxLDLs. In questa via di segnalazione e stato evidenziato il
coinvolgimento della proteina chinasi Cé (PKC5d), seguito da un’aumentata regolazione delle
chinasi MEK/ERK1/2 e del recettore attivato dai PPARy (Leonarduzzi G. et al., 2008).

Gli ossisteroli trovati nelle oxLDLs sono probabilmente coinvolti nella comparsa di ateromi,
in quanto citotossici e/o in grado di indurre la secrezione di citochine. E stato dimostrato che
ERK ¢ implicata nell’induzione della secrezione di IL-8 da parte del 7B-idrossicolesterolo e
del 25-idrossicolesterolo in cellule monocitiche (THP-1).

E stato osservato, infatti, che la secrezione di IL-8 indotta dagli ossisteroli & un fenomeno
calcio-dipendente che coinvolge il pathway MEK/ERK1/2 che porta, attraverso la proteina
attivatrice-1 (AP-1), I’incremento dell’mRNA e/o I’attivazione di c-fos, all’attivazione del
gene IL-8 (Lemaire-Ewing S. et al., 2009).

Sempre attraverso la via di segnalazione MEK/ERK1/2, il 25-idrossicolesterolo, un potenziale
induttore di reazioni inflammatorie coinvolte nello sviluppo della degenerazione maculare
legata all’eta (ARMD), induce la secrezione di IL-8 anche in cellule di epitelio pigmentato
retinico umano (ARPE-19) (Dugas B. et al., 2010).

A livello polmonare ¢ stato osservato che, attraverso 1’incremento della fosforilazione ERK-
dipendente dell’enzima regolatorio CTP:fosfocolina citidililtransferasi-a (CCTa) che ne
diminuisce Dattivita, il 22-idrossicolesterolo inibisce la sintesi della fosfatidilcolina del
surfattante in una linea cellulare epiteliale di polmone murino (cellule MLE12). 1l surfattante

polmonare e una miscela, contenente principalmente fosfatidilcolina disaturata e altre
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proteine, che fornisce stabilita agli alveoli, abbassando la tensione superficiale e la sua
carenza contribuisce al danno polmonare acuto (Agassandian M. et al., 2005).

Gli ossisteroli interferiscono con i pathways di proliferazione e differenziamento tra cui ERK
e quando somministrati in vitro a linee cellulari tumorali, possono rallentare la proliferazione
e provocare la morte cellulare (de Weille J. et al., 2013).

L’attivita di ERK e quindi la proliferazione cellulare in cellule HeLa sono state promosse da
OSBP (la prima di una famiglia di 12 molecole implicate nel trasporto dei lipidi in cui gli altri
membri sono proteine OSBP-correlate (ORPS)) in seguito al legame con il colesterolo, mentre
il 25-idrossicolesterolo ha mostrato un effetto opposto (Wang P.Y. et al., 2005).

Riguardo al ruolo di ERK nella sopravvivenza cellulare, ¢ stato dimostrato che 1’attivazione,
indotta in cellule monocitiche umane THP-1 dal 7-chetocolesterolo, del pathway MEK—->ERK
attraverso la tirosina chinasi calcio-dipendente PYK2, agisce come un pathway di
sopravvivenza che ritarda I’apoptosi, indotta da questo ossisterolo, attraverso la fosforilazione
e quindi I’inattivazione della proteina pro-apoptotica BAD. Il 7-chetocolesterolo pud pero
indurre apoptosi in seguito ad un aumento sostenuto del calcio libero citosolico, che induce il
pathway mitocondriale di apoptosi sia attraverso 1’attivazione di una fosfatasi calcio-
dipendente, la calcineurina (PP2B), che porta alla defosforilazione della proteina pro-
apoptotica “BH3 only” BAD, che attraverso il rilascio della proteina pro-apoptotica “BH3
only” Bim e la sua associazione a Bcl-2 in maniera calcio-dipendente. Quindi, 1’apoptosi
indotta dal 7-chetocolesterolo sembra essere un fenomeno complesso risultante
dall’attivazione calcio-dipendente di diversi pathways, due pro-apoptotici e uno anti-
apoptotico (Berthier A. et al., 2005).
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1.3.2.2 p38 - interazione con gli ossisteroli

Identificata contemporaneamente da tre gruppi, p38a € I'elemento archetipico di una seconda
via di segnalazione MAPK che & generalmente piu sensibile agli stimoli legati allo stress
(Cargnello M. and Roux P.P., 2011).

Mentre p38a e p38pB sono espresse ubiquitariamente nelle linee cellulari e nei tessuti, p38y e
p38d hanno pattern di espressione piu ristretti ¢ possono avere funzioni specializzate (Jiang
Y. et al., 1996). Nelle cellule di mammifero le quattro isoforme di p38 sono fortemente
attivate da vari stress ambientali e citochine infiammatorie, che comprendono stress
ossidativo, irradiazioni UV, ipossia, ischemia, IL-1 e TNF-a (Cuadrado A. and Nebreda
A.R., 2010). La maggior parte degli stimoli che attivano le MAPKSs p38 stimolano anche le
isoforme di JNK e molte MAPKKKSs nella via di p38 sono condivise dalla via di JNK
(Cargnello M. and Roux P.P., 2011).

Le isoforme di p38 sono presenti nei nuclei e nel citoplasma delle cellule quiescenti (Ben-
Levy R. et al., 1998) e hanno mostrato di accumularsi nei nuclei delle cellule sottoposte a
determinati stress (Raingeaud J. et al., 1995).

Il modulo di p38 gioca un ruolo critico nella riposta immune e inflammatoria (Cuadrado A.
and Nebreda A.R., 2010). p38 e attivata da numerosi mediatori extracellulari
dell’inflammazione che comprendono agenti chemiotattici, citochine, chemochine e 1’LPS.
Una funzione importante delle isoforme di p38 e la produzione di citochine pro-infiammatorie
(Cargnello M. and Roux P.P., 2011). p38 pud regolare 1’espressione delle citochine
attraverso la modulazione di fattori di trascrizione, come NF-kB (Karin M., 2006), o a livello
di mRNA, attraverso la modulazione della loro stabilita e traduzione attraverso la regolazione
di MNK1 (Buxade M. et al., 2008) ed MK2/3 (Ronkina N. et al., 2008). p38a sembra essere
la principale isoforma di p38 coinvolta nella risposta inflammatoria e la sua soppressione
nelle cellule epiteliali ¢ stata in grado di ridurre 1’espressione di geni pro-infiammatori (Kim
C.etal., 2008).

Le MAPKSs p38 hanno anche mostrato di giocare un ruolo importante nella proliferazione e
nella sopravvivenza cellulare (Cargnello M. and Roux P.P., 2011). p38 regola
negativamente la progressione del ciclo cellulare sia nella transizione G;/S che in quella G,/M
attraverso una serie di meccanismi che includono la regolazione delle cicline e degli inibitori
delle CDK (Thornton T.M. and Rincon M., 2009). Sebbene alcuni studi abbiano riportato
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una funzione anti-apoptotica per p38, la maggior parte ha associato D’attivita di p38
all’induzione dell’apoptosi da parte di stress cellulari (Cargnello M. and Roux P.P., 2011).
Questi effetti possono essere mediati da meccanismi trascrizionali e post-trascrizionali, che
influenzano recettori di morte, vie di sopravvivenza o proteine pro- e anti-apoptotiche della
famiglia Bcl-2 (Cuenda A. and Rousseau S., 2007).

E stato dimostrato che Dattivazione di p38 indotta dal 22-idrossicolesterolo, un comune
ossisterolo presente nella bile, in una linea cellulare di colangiocarcinama umano (cellule
KMBC), ¢ coinvolta nell’induzione della cicloossigenasi-2 (COX-2). Infatti, il 22-
idrossicolesterolo, stabilizzando I’'mRNA della COX-2 attraverso un meccanismo p38-
dipendente, comporta un accumulo di questa proteina che promuove la replicazione cellulare
e inibisce I’apoptosi, favorendo la genesi e la progressione di colangiocarcinomi (Yoon J.H.
et al., 2004).

Attraverso 1’induzione della COX-2 in cellule endoteliali gli ossisteroli possono anche agire
come un fattore proaterogeno ed é stato dimostrato che p38, cosi come la via PI3K-Akt-eNOS
ed NF-kB, gioca un ruolo importante nell’induzione da parte del colesterolo-33,5a,6p-triolo
della produzione di mRNA e dell’espressione della COX-2, seguita da un significativo
incremento della produzione di PGE,, in cellule endoteliali della vena ombelicale umana
(Liao P.L. et al., 2009).
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1.3.2.3 JNK - interazione con gli ossisteroli

JNK e anche conosciuta come stress-activated protein kinase (SAPK). Esistono tre isoforme
conosciute di JINK 1, 2 e 3 (Cargnello M. and Roux P.P., 2011). JNK 1 e 2 hanno un’ampia
distribuzione tissutale mentre JNK 3 sembra essere localizzata principalmente nei tessuti
neuronali, nei testicoli e nei miociti cardiaci (Bode A.M. and Dong Z., 2007).

Proprio come le MAPKSs p38, le isoforme di JNK sono fortemente attivate in risposta a vari
stress cellulari, che comprendono shock termico, radiazioni ionizzanti, stress ossidativo,
agenti che danneggiano il DNA, citochine, irradiazione UV, inibitori della sintesi di DNA e
proteine e deprivazione di fattori di crescita, e in misura minore da fattori di crescita, alcuni
ligandi dei GPCR e siero (Bogoyevitch M.A. et al., 2010).

Come ERK1/2 e p38 una percentuale di JNKSs attivate si rilocalizza dal citoplasma al nucleo
dopo stimolazione (Mizukami Y. et al., 1997).

JNK1 e JNK2 sono implicate nel controllo della proliferazione cellulare (Cargnello M. and
Roux P.P., 2011). Attraverso c-Jun, I’attivita di JNK promuove la formazione del complesso
AP-1 e la trascrizione di geni contenenti siti che legano AP-1, che includono geni che
controllano il ciclo cellulare, come la ciclina D1 (Sabapathy K. et al., 2004). Oltre ad essere
implicate nel differenziamento delle popolazioni ematopoietiche (Cargnello M. and Roux
P.P., 2011), le isoforme di JNK giocano un ruolo importante nella risposta apoptotica agli
stress cellulari (Dhanasekaran D.N. and Reddy E.P., 2008).

Attraverso I’attivazione della via di segnalazione IRE1/JNK/AP-1 dipendente dallo stress del
reticolo endoplasmatico, il 7-chetocolesterolo, uno dei principali ossisteroli presenti nelle
oxLDLs, ha favorito I’espressione di NOX4 inducendo cosi la morte in cellule muscolari lisce
aortiche umane (SMCs) (Pedruzzi E. et al., 2004).

Recenti studi hanno dimostrato che la segnalazione JNK e PISK/AKT ha anche un ruolo
importante nell’espressione, regolata dai recettori X del fegato (LXRs) nei macrofagi, di
diversi geni chiave implicati nell’aterosclerosi.

Gli LXRs sono fattori di trascrizione ligando-dipendenti che vengono attivati dagli ossisteroli.
Gli LXRs svolgono un importante ruolo anti-aterogenico in parte stimolando 1’efflusso del
colesterolo dalle cellule schiumose. L’espressione di ABCA1l (ATP-binding cassette
transporter Al) e dell’ Apolipoproteina E (ApoE) indotta dagli LXRs & essenziale per la

stimolazione dell’efflusso del colesterolo e la prevenzione dello sviluppo aterosclerotico. In
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macrofagi umani, I’espressione di ApoE e ABCAI1 indotta dai ligandi sintetici o naturali di
LXR (T0O901317, GW3965 e il 22-(R)-idrossicolesterolo (22-(R)-HC)) é stata attenuata dagli
inibitori di JINK (curcumina e SP600125) e della fosfoinositide-3-chinasi (P13K) (LY?294002)
(Huwait E.A. et al., 2011).
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1.4 Difese intestinali contro il danno ossidativo

La mucosa intestinale e costantemente attaccata da ossidanti derivanti dalla dieta, mutageni e
cancerogeni cosi come da specie reattive dell’ossigeno generate endogenamente (Aw T.Y.,
1999).

I principali ossidanti sono i radicali liberi, atomi, molecole o ioni con elettroni spaiati che
sono altamente instabili e attivi nelle reazioni chimiche con altre molecole. Nei sistemi
biologici derivano essenzialmente da tre elementi: ossigeno, (ROS), azoto, specie reattive
dell’azoto (RNS) e zolfo, specie reattive dello zolfo (RSS). I ROS includono radicali liberi
come I’anione superossido (O27), il radicale idroperossido (HO'), il radicale idrossile (OH"),
’ossido nitrico (NO) e altre specie reattive come il perossido di idrogeno (H,0,), I’ossigeno
singoletto (*O,), I’acido ipocloroso (HOCI) e il perossinitrito (ONOO™). Le RNS derivano
dalla reazione dell’NO con 1’O; " da cui si forma ONOO . Le RSS si formano facilmente dalla
reazione dei ROS con i tioli (Lu J.M. et al., 2010). Nell’organismo, i radicali liberi sono
prodotti come intermedi metabolici all’interno dei mitocondri, per mezzo della xantina
ossidasi, nei perossisomi, nei processi inflammatori, nella fagocitosi, nei pathways dell’acido
arachidonico, nell’ischemia e nell’esercizio fisico. Fattori esterni che contribuiscono a
promuovere la produzione di radicali liberi sono fumo, inquinanti ambientali, radiazioni,
farmaci, pesticidi, solventi industriali e ozono (Lobo V. et al., 2010).

Uno squilibrio tra i meccanismi di difesa, enzimatici e non enzimatici, e la produzione di
specie ossidanti, in favore di queste ultime, genera quello che viene definito “stress
ossidativo” (Pavlick K.P. et al., 2002).

Lo stress ossidativo & oggi considerato una possibile causa di specifiche alterazioni strutturali
e funzionali dei tessuti nel tratto gastrointestinale, come in caso di infiammazione,
riossigenazione post-ischemica, intossicazione da xenobiotici, iperossia ed in talune fasi della
carcinogenesi.

Per preservare l'integrita cellulare e 1’omeostasi tissutale, ’intestino possiede diversi
meccanismi di difesa come la capacita di mantenere elevate concentrazioni di antiossidanti
(glutatione, tocoferolo e acido ascorbico), regolare i sistemi enzimatici antiossidanti
(glutatione perossidasi, glutatione reduttasi e superossido dismutasi) e indurre la morte

cellulare per apoptosi in enterociti mal funzionanti o danneggiati (Aw T.Y., 1999).
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Halliwell e Gutteridge (Halliwell B. and Gutteridge J.M., 1995) hanno definito gli
antiossidanti come ‘“‘qualsiasi sostanza che, quando presente a basse concentrazioni rispetto a
quelle di un substrato ossidabile, ritarda significativamente o inibisce 1’ossidazione di quel
substrato”, ma in seguito li hanno definiti come “qualsiasi sostanza che ritarda, previene o
rimuove il danno ossidativo ad una molecola bersaglio” (Halliwell B., 2007). Lo stesso anno
Khlebnikov e colleghi (Khlebnikov A.l. et al., 2007) hanno definito gli antiossidanti come
“qualsiasi sostanza che “scavenges” direttamente i ROS o agisce indirettamente aumentando
la regolazione delle difese antiossidanti o inibendo la produzione di ROS”. Un’altra propricta
che un composto dovrebbe avere per essere considerato un antiossidante e la capacita, dopo lo
“scavenging” del radicale, di formare un nuovo radicale che sia stabile attraverso il legame
idrogeno intramolecolare in un’ulteriore ossidazione (Halliwell B., 1990). Gli antiossidanti
possono agire in vari modi: come inibitori di reazioni di ossidazione dei radicali liberi
(preventive antioxidants) inibendo la formazione di radicali liberi lipidici, interrompendo la
propagazione della reazione di autossidazione a catena (chain breaking antioxidants), come
“quenchers” di ossigeno singoletto, attraverso la sinergia con altri antiossidanti, come agenti
riducenti che convertono gli idroperossidi in composti stabili, come chelanti che convertono i
metalli pro-ossidanti (derivati del ferro e del rame) in prodotti stabili e infine come inibitori di
enzimi pro-ossidanti (lipossigenasi) (Darmanyan A.P. et al., 1998; Heim K.E. et al., 2002;
Min D.B. and Boff J.M., 2002; Pokorny J., 2007; Kancheva V.D., 2009).

Il sistema antiossidante a livello intestinale comprende antiossidanti enzimatici e non

enzimatici (Carocho M. and Ferreira 1.C., 2013).
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1.4.1 Antiossidanti enzimatici

Gli antiossidanti enzimatici comprendono le difese enzimatiche primarie e secondarie. Per
quanto riguarda la difesa primaria, € composta da tre importanti enzimi che prevengono la
formazione o neutralizzano i radili liberi (Carocho M. and Ferreira 1.C., 2013): la
glutatione perossidasi che dona due elettroni per ridurre i perossidi formando selenoli ed
elimina anche i perossidi come potenziale substrato per la reazione di Fenton; la catalasi che
converte il perossido di idrogeno in acqua e ossigeno molecolare ed infine la superossido
dismutasi che converte gli anioni superossido in perossido di idrogeno come substrato per la
catalasi (Rahman K., 2007). La difesa enzimatica secondaria include la glutatione reduttasi e
la glucosio-6-fosfato deidrogenasi. La glutatione reduttasi riporta il glutatione dalla sua forma
ossidata a quella ridotta, riciclandolo; la glucosio-6-fosfato deidrogenasi rigenera il NADPH
(nicotinammide adenina dinucleotide fosfato, coenzima usato nelle reazioni anaboliche)
conservando il potenziale riducente della cellula (Gamble P.E. and Burke J.J., 1984;
Ratnam D.V. et al., 2006). Questi due enzimi non neutralizzano direttamente i radicali liberi,
ma hanno ruoli di supporto agli altri antiossidanti endogeni (Carocho M. and Ferreira I.C.,
2013).
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1.4.1.1 Glutatione perossidasi (GPXxs)

Nei mammiferi, le glutatione perossidasi (GPxs) comprendono 8 enzimi (GPx1-GPx8) finora
identificati (Brigelius-Flohé R. and Maiorino M., 2013).

Le GPxs appartengono ad una famiglia di enzimi filogeneticamente correlati. Le GPx1-4 dei
mammiferi sono selenoproteine con una selenocisteina (Sec) nel centro catalitico, la GPx6 e
una selenoproteina solo negli esseri umani. In accordo con la filogenesi, la famiglia delle
GPxs consiste di tre gruppi evolutivi derivanti da un antenato contenente Cys: GPx1/GPx2,
GPx3/GPx5/GPx6 e GPx4/GPx7/GPx8 (Herbette S. et al., 2007; Margis R. et al., 2008;
Toppo S. et al., 2008; Mariotti M. et al., 2012). Le GPx7 e 8 contenenti Cys hanno evoluto
da un antenato GPx4 simile. La GPx5 e la GPx6 sembrano derivare da una duplicazione
tandem di GPx3 (Mariotti M. et al., 2012). La GPx1 e la GPx2 sono un sub-clade delle GPxs
tetrameriche costituite da GPx1-3, 5e 6 (Toppo S. et al., 2008).

Per decenni alle GPxs é stata attribuita la capacita di catalizzare la riduzione dell’H,O; o degli
idroperossidi organici ad acqua o i corrispondenti alcoli, rispettivamente, tipicamente
utilizzando il glutatione (GSH) come riducente (Ursini F. et al., 1995). E stato suggerito che
la presenza della Sec come porzione catalitica garantisca una reazione veloce con gli
idroperossidi ed una veloce riducibilita da parte del GSH. Questa caratterizzazione é stata ben
accettata solo fino a quando erano note le prime quattro GPxs. Esse sembravano avere una
funzione antiossidante in diverse localizzazioni e compartimenti cellulari, la GPx1
ubiquitariamente nel citosol e nei mitocondri, la GPx2 nell’epitelio intestinale, la GPx3 nel
plasma; tutte e tre quindi funzionavano nella fase acquosa, mentre la GPx4 sembrava
proteggere le membrane dall’attacco ossidativo. La situazione € diventata piu complessa
guando le successive quattro GPxs sono state scoperte (Brigelius-Flohé R. and Maiorino
M., 2013): la GPx5, contenente una cisteina invece di una Sec nel centro attivo é stata
caratterizzata come una proteina secreta nell’epididimo (Ghyselinck N.B. and Dufaure J.P.,
1990); la GPx6 che ¢ risultata essere una selenoproteina nell’'uvomo ma non in ratti o topi
(Kryukov G.V. et al., 2003) ed & espressa nell’epitelio olfattivo (Dear T.N. et al., 1991); la
GPx7 e la GPx8 che sono CysGPxs con una bassa attivita perossidasica (Brigelius-Flohé R.
and Maiorino M., 2013).

Il ruolo individuale delle 8 GPxs finora note non e del tutto chiaro. Potrebbero tutte essere in

grado di ridurre gli idroperossidi:
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ROOH + 2GSH - ROH + H,0 + GSSG

e svolgere dunque una funzione correlata alla rimozione e/o al loro metabolismo. Poiché il
processo di cancerogenesi puo essere influenzato dagli idroperossidi, le GPxs potrebbero
svolgere un importante ruolo nell’inibizione della carcinogenesi (Brigelius-Flohé R. and
Kipp A., 2009).

La GPx1 é stata la prima selenoproteina identificata (Flohé L. et al., 1973; Rotruck J.T. et
al., 1973). E un omotetramero e reagisce con 1’H,0, e gli idroperossidi solubili a bassa massa
molecolare, come il t-butil idroperossido, il cumene idroperossido, gli acidi grassi
idroperossidi (Flohé L., 1989) e persino i lisofosfatidi idroperossidi (Marinho H.S. et al.,
1997), ma non con gli idroperossidi di lipidi pit complessi che sono il dominio della GPx4
(Brigelius-Flohé R. and Maiorino M., 2013). A causa della sua capacita di ridurre gli
idroperossidi, la GPx1 é stata classificata come il principale enzima che contrasta lo stress
ossidativo. E stato chiaramente dimostrato che la GPx1 non pud essere sostituita da una
qualsiasi altra selenoproteina nel proteggere dallo stress ossidativo e che svolge una primaria
funzione antiossidante in vivo (Brigelius-Flohé R. and Maiorino M., 2013).

Alla sua funzione antiossidante, in particolare alla capacita di regolare I’omeostasi dell’H,0»,
e correlata la modulazione delle vie di segnalazione intracellulare coinvolte nella risposta
inflammatoria; alla GPx1 viene spesso associata, infatti, anche una attivita anti-infiammatoria
(Brigelius-Flohé R. and Maiorino M., 2013).

La GPx2 é un omotetramero ed e strettamente correlata alla GPx1 (Brigelius-Flohé R. and
Maiorino M., 2013). La GPx2 é espressa principalmente nel sistema gastrointestinale incluso
I’epitelio dell’esofago e, nell’'uomo, anche nel fegato. E stata nominata GI-GPx 0 GPx-Gl e si
pensa che agisca come una barriera contro I’assorbimento degli idroperossidi di origine
alimentare (Chu F.F. et al., 1993). Alte concentrazioni della proteina GPx2 si trovano alla
base delle cripte e gradualmente diminuiscono al vertice delle cripte nel colon o nei villi
nell'intestino tenue, rispettivamente (Florian S. et al., 2001). Dato che la base della cripta non
e la posizione preferenziale per 1’assorbimento, la prevenzione dell’uptake degli idroperossidi
difficilmente puo essere la principale funzione della GPx2 (Brigelius-Flohé R. and Maiorino
M., 2013).

La localizzazione della GPx2 nelle basi delle cripte coincide con la posizione delle cellule
staminali proliferanti. La crescita e la differenziazione delle cellule staminali intestinali sono

regolate dal pathway Wnt (Pinto D. et al., 2003) e la GPx2 ¢ stata identificata come bersaglio
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di tale pathway (Kipp A. et al., 2007; Kipp A.P. et al., 2012); la co-localizzazione della
GPx2 e del pathway Wnt, nonché la regolazione dell’espressione della GPx2 tramite segnali
Wnt, dimostra che la GPx2 & direttamente coinvolta nel continuo auto-rinnovamento
dell’epitelio intestinale e quindi nell’omeostasi della mucosa (Brigelius-Flohé R. and
Maiorino M., 2013).

La GPx2 pu0 essere considerata anti-infiammatoria in quanto & in grado di diminuire
I'espressione della COX2 e la produzione di PGE, (Banning A. et al., 2008).

Lo sviluppo di colite e tumori dipende anche dalla presenza di batteri intestinali; animali privi
di germi non sviluppano eventuali malattie (Chu F.F. et al., 2004). Le cellule di Paneth nelle
cripte dell’intestino tenue esprimono enzimi con attivitd antibatterica per contrastare il
continuo attacco proinfiammatorio dal microbiota. La GPx2 & nettamente espressa nelle
cellule di Paneth (Florian S. et al., 2001) e puo contribuire a questa particolare risposta
immune (Brigelius-Flohé R. and Maiorino M., 2013).

E stato dimostrato che la GPx2 svolge un duplice ruolo nella carcinogenesi a livello del colon
a seconda della modalita di iniziazione e dallo stadio del tumore. Grazie alla sua attivita anti-
inflammatoria pud inibire I’iniziazione della tumorigenesi quando ¢ associata
all’inflammazione; non sembra invece svolgere un’azione inibente nella fase di promozione,
che viene al contrario sostenuta (Brigelius-Flohé R. and Maiorino M., 2013).

Anche la GPx3 é simile alla GPx1 ed é un tetramero. La GPx3 € un enzima extracellulare
rilasciato attivamente nel plasma dove si trova senza sequenza leader come proteina
glicosilata (Brigelius-Flohé R. and Maiorino M., 2013).

La GPx3 viene sintetizzata nel tubulo contorto prossimale del rene (Avissar N. et al., 1994) e
secreta basolateralmente nel plasma (Whitin J.C. et al., 2002), ma é stata trovata anche in
altri tessuti. Insieme alla selenoproteina P, la GPx3 rappresenta oltre il 97% di tutto il selenio
plasmatico nei topi (Olson G.E. et al., 2010). L’elevata quantita nel plasma fa pensare ad un
ruolo della GPx3 anche nel trasporto e nell’omeostasi del selenio. Tuttavia, non ¢ stata trovata
nessuna prova a sostegno di questa ipotesi (Olson G.E. et al., 2010). La GPx3 ¢ stata anche
rilevata in altri fluidi corporei extracellulari come I’'umor acqueo dell’occhio, il lume
colloidale della tiroide (Kohrle J., 2005; Schomburg L. and Kohrle J., 2008), nel tessuto
adiposo (Maeda K. et al., 1997) e nel liquido amniotico (Brigelius-Flohé R., 1999). E stato
recentemente scoperto che la GPx3 si lega alle membrane basali non solo delle cellule
tubulari della corteccia nel rene (Olson G.E. et al., 2010; Malinouski M. et al., 2012), ma
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anche alle membrane basali delle cellule epiteliali in tutto ’intestino, dell'epididimo, dei
bronchi e dei pneumociti di tipo Il (Burk R.F. et al., 2011). La GPx3 che deriva dal rene puo
essere trasportata per legarsi alla membrana basale presente in altri tessuti. Un'eccezione e
I'epididimo che sintetizza la propria GPx3 e la rilascia nel suo lume (Burk R.F. et al., 2011).
Il legame della GPx3 é specifico e limitato a determinate popolazioni cellulari, il che indica
che le cellule possono modificare le loro membrane basali per fornire siti di legame alla GPx3
secondo le loro necessita per I'enzima (Olson G.E. et al., 2010; Burk R.F. et al., 2011).
L’associazione di GPx3 alla membrana potrebbe spiegare una funzione perossidasica
nonostante basse concentrazioni plasmatiche di GSH (Brigelius-Flohé R. and Maiorino M.,
2013).

Come le altre GPxs, la GPx3 pu0 impedire l'attivazione idroperossido-mediata delle
lipossigenasi. L’attivazione delle LOXs puo amplificare qualsiasi risposta fagocitica iniziale o
altrimenti attivare il rilascio di O,” da parte delle NOX e portare ad una risposta
inflammatoria completa se 1’H,O, non viene eliminato immediatamente. La GPx3 puo
prevenire tale amplificazione del segnale alle membrane e, quindi, un’eccesiva risposta
inflammatoria. Se una certa soglia di “burst ossidativo” viene superata ed € richiesta una
reazione reale dell'ospite, la GPx3 non pud funzionare piu a lungo a causa del limitato
substrato riducente (Brigelius-Flohé R., 1999; Flohé L. and Brigelius-Flohé R., 2006). In
alternativa, la GPx3 pu0 utilizzare la tioredoxina extracellulare e/o la glutaredossina che
hanno effluito dal compartimento intracellulare come equivalenti riducenti (Ottaviano F.G.
et al., 2008).

Un ruolo della GPx3 nei processi infiammatori pud essere dedotto dalla sua aumentata
regolazione nel plasma di bambini con patologia infiammatoria intestinale (Hoffenberg E.J.
et al., 1997), nel liquido del rivestimento epiteliale nei polmoni di pazienti asmatici
(Comhair S.A. et al., 2001) e in topi con colite sperimentale (Tham D.M. et al., 2002).
L'obesita pud essere associata con lo stress ossidativo (Keaney J.F., Jr. et al., 2003). Il
tessuto adiposo bianco e bruno esprime elevate quantita di GPx3, che sono significativamente
ridotte nei topi obesi. Una diminuzione di GPx3 si verifica anche nel plasma ma non in altri
organi (Lee Y.S. et al., 2008). I livelli di proteina GPx3 e I’attivita GPx plasmatica totale
diminuiscono in soggetti umani obesi. La compromessa produzione di GPx3 nell’obesita
favorisce I’inflammazione, 1’ossidazione sistemica e le complicazioni metaboliche connesse

all’obesita (Brigelius-Flohé R. and Maiorino M., 2013).
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La GPx4 & un monomero (Brigelius-Flohé R. and Maiorino M., 2013). Era stata
inizialmente caratterizzata come proteina inibente la perossidazione lipidica (PIP) (Ursini F.
et al., 1982) a causa della sua capacita unica di ridurre, oltre ad H,O, e piccoli idroperossidi
in generale, idroperossidi in lipidi complessi come fosfolipidi, idroperossidi del colesterolo e
degli esteri del colesterolo, anche quando sono inseriti in membrane o lipoproteine (Thomas
J.P. et al., 1990). La GPx4 esiste in tre differenti isoforme, una citosolica (cGPx4), una
mitocondriale (MGPx4) e una sperma nucleare (snGPx4). Mentre la cGPx4 € onnipresente
nelle cellule, la mGPx4, come la snGPx4, & principalmente espressa nel testicolo e presente
solo in quantita marginali negli altri tessuti (Brigelius-Flohé R. and Maiorino M., 2013).

La GPx4 ha un ruolo nella regolazione dell’apoptosi e, insieme alla GPx5, della fertilita
maschile (Brigelius-Flohé R. and Maiorino M., 2013).

La GPx5 & una CysGPx epididimo-specifica in topi, ratti, maiali, scimmie ed esseri umani. E
I’omologo piu vicino alla GPx3. Insieme alla GPx3, la GPx5 rappresenta oltre il 95%
dell’RNA e della proteina GPx epididimale (Brigelius-Flohé R. and Maiorino M., 2013). La
sua funzione consiste nella regolazione della fertilita (Brigelius-Flohé R. and Maiorino M.,
2013).

La GPx6 € un omologo stretto della GPx3 ed ¢ una selenoproteina nell’'uomo, ma una
CysGPx nei roditori e in altre specie (Kryukov G.V. et al., 2003). Come la GPx3, la GPx6 &
un omotetramero (Brigelius-Flohé R. and Maiorino M., 2013) e le sue funzioni sono ancora
sconosciute (Brigelius-Flohé R. and Maiorino M., 2013).

La GPx7, a causa della sua omologia con la idroperossido fosfolipidico GPx (PHGPx=GPx4)
e stata chiamata non selenocisteina PHGPx (NPGPx). Come la GPx4, la NPGPx & un
monomero ma, a differenza della GPx4, ha poca attivitd GPx. La NPGPx é stata per la prima
volta descritta come una proteina citoplasmatica (Brigelius-Flohé R. and Maiorino M.,
2013). E stato successivamente trovato che la GPx7 & collocata nel lume del reticolo
endoplasmatico (Nguyen V.D. et al., 2010). Le funzioni attribuite alla GPx7 sono putative.
Sembra esserci una relazione inversa tra la proliferazione delle cellule tumorali e la GPx7 che
potrebbe dunque avere la funzione di soppressore tumorale; € stata proposta inoltre una
funzione antiossidante e un coinvolgimento della GPx7 e della GPx8 nel folding delle

proteine (Brigelius-Flohé R. and Maiorino M., 2013).
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La GPx8 é stata scoperta come un nuovo membro appartenente alla famiglia delle GPx in
mammiferi e anfibi (Brigelius-Flohé R. and Maiorino M., 2013) ed € una proteina di
membrana del reticolo endoplasmatico (Nguyen V.D. et al., 2010).

Le GPxs possono esercitare diversi effetti nel processo di cancerogenesi. Le cellule tumorali
producono elevate quantita di specie reattive dell’ossigeno (ROS) e si sottraggono
all’apoptosi. Gli idroperossidi favoriscono la proliferazione, 1’invasione, la migrazione e
I’angiogenesi, ma a livelli superiori inducono 1’apoptosi, sono quindi pro e anti cancerogeni.
Di conseguenza, anche le GPxs che regolano i livelli di idroperossidi potrebbero avere un
doppio ruolo. La GPx1, un enzima chiaramente antiossidante, € sotto regolato in molte cellule
tumorali. 1l suo ruolo principale sarebbe la prevenzione dell’iniziazione del cancro da danno
al DNA mediato dai ROS. La GPx2 é sovraespressa nelle cellule tumorali. Topi doppio
knockout GPx1/GPx2 sviluppano colite e cancro intestinale. Tuttavia, cellule tumorali GPx2
knockdown crescono meglio in vitro e in vivo riflettendo probabilmente il ruolo fisiologico
della GPx2 nell’omeostasi della mucosa intestinale. La GPx2 contrasta 1’espressione della
COX-2 e la produzione della PGEZ2, il che spiega la sua capacita di inibire la migrazione e
l'invasione delle cellule tumorali in coltura. L’aumento di espressione della GPx3 inibisce
crescita tumorale e metastasi. La GPx4 é ridotta nei tessuti tumorali. Le cellule tumorali con
aumentata espressione della GPx4 hanno una bassa attivita della COX-2 e i tumori da esse
derivati sono piu piccoli rispetto alle cellule di controllo e non metastatizzano.

La GPx4 inibisce ma la GPx2 sostiene la crescita di tumori proliferanti. Le metastasi, ma
anche I’apoptosi, sono inibite da tutte le GPxs. La regolazione da parte della GPx delle attivita
di COX/LOX pud essere rilevante nei primi stadi della cancerogenesi mediata
dall’inflammazione (Brigelius-Flohé R. and Kipp A., 2009).
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1.4.2 Antiossidanti non enzimatici

Gli antiossidanti non enzimatici comprendono vitamine (C, E, A, K), cofattori enzimatici
(Q10), composti azotati (acido urico), peptidi (GSH), polifenoli, carotenoidi e minerali
(selenio e zinco) (Carocho M. and Ferreira 1.C., 2013).

L’acido ascorbico (vitamina C) include due composti con attivita antiossidante: 1’acido L-
ascorbico e [D’acido L-deidroascorbico che vengono assorbiti attraverso il tratto
gastrointestinale e possono essere interscambiabili enzimaticamente in vivo. L’acido
ascorbico ¢ efficace nello “scavenging” del radicale anione superossido, del perossido di
idrogeno, del radicale idrossile, dell’ossigeno singoletto ¢ dell’ossido di azoto (Barros
A.LLR.N.A. et al., 2011). Le fonti alimentari di vitamina C includono agrumi, fragole, meloni,
pomodori, broccoli e peperoni (Fairfield K.M. and Fletcher R.H., 2002).

La vitamina E comprende otto isoforme, quattro tocoferoli (a, B, v, 6) e quattro tocotrienoli
(a, B, v, 6). L’a-tocoferolo e la pit potente e abbondante isoforma nei sistemi biologici. La
vitamina E blocca la perossidazione lipidica donando il suo idrogeno fenolico ai radicali
perossilici, formando il radicale tocoferossile che, pur essendo radicale, e incapace di
continuare la reazione ossidativa a catena. La vitamina E € l'unico ‘“chain breaking
antioxidant” liposolubile trovato nel plasma e nei tessuti, dove protegge I’integrita delle
strutture lipidiche, principalmente le membrane (Burton G.W. and Traber M.G., 1990).
Queste due vitamine mostrano anche un comportamento sinergico, con la rigenerazione della
vitamina E attraverso la vitamina C dal radicale tocoferossile ad una forma intermedia,
ripristinando quindi il suo potenziale antiossidante (Halpner A.D. et al., 1998). Le principali
fonti alimentari di vitamina E includono oli vegetali, legumi e noci (Fairfield K.M. and
Fletcher R.H., 2002).

La vitamina A o retinolo ¢ un carotenoide prodotto nel fegato e deriva dalla rottura del B-
carotene. Sono state isolate circa una dozzina di forme di vitamina A. E nota per avere effetti
benefici sulla pelle, gli occhi e gli organi interni. Quello che le conferisce Iattivita
antiossidante é la capacita di combinarsi con i radicali perossilici impedendo la propagazione
della perossidazione lipidica (Palace V.P. et al., 1999; Jee J.P. et al., 2006).

La vitamina K comprende un gruppo di composti liposolubili, indispensabili per la
conversione post traslazionale delle molecole di glutammato legate alle proteine in y-

carbossiglutamato in varie proteine bersaglio. La struttura 1,4-naftochinone di queste vitamine
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conferisce l'effetto protettivo antiossidante. Le due isoforme naturali di questa vitamina sono
K; e K, (Vervoort L.M. et al., 1997). Fonti alimentari di vitamina K sono le verdure di
colore verde scuro, in particolare gli spinaci (Fairfield K.M. and Fletcher R.H., 2002).

Il coenzima Q10 é presente in tutte le cellule e le membrane; svolge un ruolo importante nella
catena respiratoria e in altri processi metabolici. Il coenzima Q10 agisce impedendo la
formazione di radicali perossilici lipidici, ma puo neutralizzarli anche dopo la loro
formazione. Un’altra importante funzione ¢ la capacita di rigenerare la vitamina E (Turunen
M. et al., 2004).

L’acido urico ¢ il prodotto finale del metabolismo dei nucleotidi purinici nell’uomo. E noto
per prevenire la sovrapproduzione di ossidanti oxo-eme che derivano dalla reazione
dell’emoglobina con i perossidi; previene la lisi degli eritrociti dovuta alla perossidazione ed &
un potente “scavenger” di ossigeno singoletto e radicali idrossilici (Kand'ar R. et al., 2006).

I polifenoli sono i piu abbondanti antiossidanti nella nostra dieta e sono presenti nella frutta,
verdura, cereali, olive, legumi secchi, cioccolato e bevande, come té, caffe e vino (D'Archivio
M. et al., 2007).

| piu diffusi fra i composti fenolici sono i flavonoidi, un gruppo di composti antiossidanti che
comprende flavonoli, flavanoli, antocianine, isoflavonoidi, flavanoni e flavoni, che
condividono lo stesso scheletro difenilpropano (CsC3Cs). Le proprieta antiossidanti sono
conferite nei flavonoidi dai gruppi idrossilici fenolici legati alle strutture ad anello e possono
agire come agenti riducenti, donatori di idrogeno, “quenchers” di ossigeno singoletto,
“scavengers” del radicale superossido e anche come chelanti di metalli. Attivano inoltre gli
enzimi antiossidanti, riducono i radicali dell’a-tocoferolo (tocoferossili), inibiscono le
ossidasi, mitigano lo stress nitrosativo e incrementano i livelli di acido urico e di molecole
antiossidanti a basso peso molecolare (Rice-Evans C.A. et al., 1996; Prochazkova D. et al.,
2011). Gli acidi fenolici, anch’essi polifenoli, comprendono acidi idrossicinnamici e
idrossibenzoici. Sono onnipresenti nel materiale vegetale, a volte come esteri e glicosidi.
Hanno un’attivita antiossidante come chelanti e “scavengers” di radicali liberi, in particolare
radicali idrossilici e perossilici, anioni superossido e perossinitrito (Krimmel B. et al., 2010;
Terpinc P. et al., 2011).

I carotenoidi sono un gruppo di pigmenti naturali sintetizzati da piante e microrganismi ma
non dagli animali. Possono essere divisi in due grandi gruppi: i carotenoidi idrocarburici noti

come caroteni, che contengono gruppi terminali specifici come il licopene e il B-carotene e i
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carotenoidi ossigenati noti come xantofille, come zeaxantina e luteina. La principale proprieta
antiossidante dei carotenoidi ¢ dovuta al “quenching” dell’ossigeno singoletto (Paiva S.A.
and Russell R.M., 1999).

Frutti e vegetali sono una ricca fonte di carotenoidi. Le maggiori fonti alimentari di B-
carotene comprendono i vegetali a foglia verde, cosi come frutti e vegetali arancioni e gialli. 1l
licopene alimentare invece deriva principalmente dal pomodoro e dai suoi derivati. Luteina e
zeaxantina sono abbondanti in spinaci e cavolo (Krinsky N.I. and Johnson E.J., 2005).

I minerali costituiscono una piccola percentuale degli antiossidanti nella dieta, ma svolgono
un ruolo importante nel metabolismo animale. Per quanto riguarda I’attivita antiossidante i
minerali pit importanti sono il selenio e lo zinco (Carocho M. and Ferreira 1.C., 2013). Il
selenio e indispensabile per I’attivita della maggior parte degli enzimi antiossidanti
(metalloenzimi, glutatione perossidasi e tioredoxina reduttasi) (Tabassum A. et al., 2010).
Fonti alimentari di selenio sono cereali, pesce e carni (Shirai T. et al., 2002).

Lo zinco & un minerale essenziale per diverse vie metaboliche. Proprio come il selenio, non
agisce direttamente sui radicali liberi ma € importante nella prevenzione della loro
formazione. Lo zinco & anche un inibitore della NOX che catalizza la produzione del
superossido utilizzando il NADPH come donatore di elettroni. E presente nella superossido
dismutasi, un importante enzima antiossidante che converte 1’ossigeno singoletto in perossido
di idrogeno. Lo zinco induce la produzione di metallotioneina, “scavenger” del radicale
idrossile. Infine, lo zinco compete anche con il rame per il legame alla parete cellulare,
diminuendo cosi ancora una volta la produzione dei radicali idrossilici (Prasad A.S. et al.,
2004). Sono fonti alimentari di zinco cereali, carne e prodotti lattiero caseari (Lim K.H. et
al., 2013).

Il GSH é un tripeptide endogeno che protegge le cellule dai radicali liberi donando un atomo
di idrogeno o un elettrone. E anche molto importante nella rigenerazione di altri antiossidanti

come 1’ascorbato (Steenvoorden D.P. and van Henegouwen G.M., 1997).
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1.4.2.1 Glutatione (GSH)

L’omeostasi redox tiolo-disolfuro intracellulare ed extracellulare & centrale per la funzione e
I’integrita intestinale (Circu M.L. and Aw T.Y., 2011). Il controllo omeostatico
dell’ambiente redox dell’epitelio intestinale ¢ fondamentale per le funzioni dell’organo nella
digestione e nell’assorbimento dei nutrienti, nella proliferazione delle cellule staminali,
nell’apoptosi degli enterociti apicali e nella risposta immune (Circu M.L. and Aw T.Y.,
2011; Circu M.L. and Aw T.Y ., 2012).

| sistemi redox tiolo/disolfuro, che comprendono le coppie redox glutatione/glutatione
disolfuro (GSH/GSSG), cisteina/cistina (Cys/CySS) e tioredoxina ridotta e ossidata
(Trx/TrxSS), giocano un ruolo importante nel preservare 1’omeostasi redox del tessuto, le
funzioni metaboliche e I’integrita cellulare. Il controllo dello stato tiolo-disolfuro sulla
superficie luminale é essenziale per mantenere la fluidita del muco e l'assorbimento delle
sostanze nutritive e la protezione contro il danno ossidativo indotto chimicamente. All'interno
delle cellule intestinali, queste coppie redox preservano un ambiente che supporta i processi
fisiologici e controlla le reti di reazioni enzimatiche contro lo stress ossidativo (Circu M.L.
and Aw T.Y., 2011).

La specificita della segnalazione redox é realizzata in parte tramite la compartimentazione
subcellulare dei singoli sistemi redox all'interno di mitocondri, nucleo, reticolo
endoplasmatico e citosol, dove ciascun ambiente redox € adatto alla specifica funzione
metabolica all'interno di tale comparto. Lo stress ossidativo risultante dalla perturbazione di
questi diversi comparti e la conseguente alterazione nella complessiva segnalazione redox
cellulare puo contribuire allo sviluppo di patologie degenerative dell'intestino, quali
inflammazione e cancro (Circu M.L. and Aw T.Y ., 2012).

Nei sistemi biologici, le coppie redox GSH/GSSG, Trx/TrxSS e Cys/CySS funzionano come
nodi o circuiti distinti nel controllo redox del metabolismo e della crescita cellulare (Go Y.M.
and Jones D.P., 2008). Per questo motivo lo stress ossidativo cellulare é stato ridefinito come
I'interruzione degli eventi biologici di segnalazione redox (Jones D.P., 2006), in contrasto con
la visione classica di stress ossidativo semplicemente come uno squilibrio tra i sistemi pro e
antiossidanti (Sies H., 1985).

L’ambiente redox extracellulare/luminale ¢ in gran parte determinato dalla coppia redox

Cys/CySS con il contributo del sistema GSH (Dahm L.J. and Jones D.P., 2000). Le coppie
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redox plasmatiche Cys/CySS e GSH/GSSG sono spostate dall'equilibrio con valori di Ej
strettamente regolati a -80mV e -140mV, rispettivamente (Moriarty-Craige S.E. and Jones
D.P., 2004; Go Y.M. and Jones D.P., 2008). Le effettive concentrazioni extracellulari di Cys
e CySS sono basse, 40uM e 8-10uM rispettivamente, e sono modulate da Cys/CySS
alimentare (Park Y. et al., 2010), idrolisi del GSH (Dickinson D.A. and Forman H.J.,
2002), reazioni di scambio tiolo-disolfuro (Stipanuk M.H., 2004) e lo shuttle Cys/CySS
(Lash L.H. and Jones D.P., 1984). Uno stato redox plasmatico ossidato della Cys/CySS é
stato associato con patologie come diabete, malattie cardiovascolari e aterosclerosi
(Moriarty-Craige S.E. and Jones D.P., 2004); quindi, variazioni plasmatiche di Cys/CySS
potrebbero essere utilizzate come indice di salute o malattia (Blanco R.A. et al., 2007).

La Cys/CySS luminale contribuisce principalmente a mantenere lo stato redox tiolo-disolfuro
delle proteine extracellulari (Gilbert H.F., 1990) e del lume (Dahm L.J. and Jones D.P.,
1994). Nell’intestino di ratto, circa il 40% della Cys del lume deriva dall’idrolisi del GSH che
ha partecipato all'assorbimento dei nutrienti (Scharrer E. et al., 1992) e alla conservazione
del muco (Snary D. et al., 1970). Lo stato redox tiolo-disolfuro luminale é regolato attraverso
lo shuttle Cys/CySS (Dahm L.J. and Jones D.P., 2000) che coinvolge il rilascio della Cys
luminale (Dahm L.J. and Jones D.P., 1994), la riduzione del GSSG e formazione della CySS
(Dahm L.J. and Jones D.P., 2000) seguita dall’assorbimento della CySS (Neil M.W., 1959),
la riduzione intracellulare della CySS mediata dal GSH e il rilascio della Cys nel lume (Circu
M.L. and Aw T.Y., 2012). Nelle cellule Caco-2 polarizzate, gli E, per Cys/CySS sulle
superfici basali e apicali sono regolati a tassi diversi (Mannery Y.O. et al., 2010), il che
implica meccanismi di segnalazione redox indipendenti nelle opposte superfici della
membrana polare (Circu M.L. and Aw T.Y., 2012).

Anche la tioredoxina (Trx) funziona nella difesa antiossidante e nella regolazione redox
(Godoy J.R. et al., 2011) attraverso la riduzione dei legami disolfuro tra cisteine nelle
proteine (Circu M.L. and Aw T.Y., 2012). Ha un ruolo importante nella risposta immunitaria
e nell’immunita innata dell’intestino (Circu M.L. and Aw T.Y., 2012). La Trx1 e la Trx2
sono isoforme regolate indipendentemente, specifiche per citosol/nucleo e mitocondri
(Hansen J.M. et al., 2006). Gli Ej, della Trx1 e della Trx2 sono altamente ridotti, tra -300mV
e -330mV (Kemp M. et al., 2008). Gli isoenzimi Trx reduttasi contenenti selenio catalizzano
la riduzione NADPH-dipendente della Trx ossidata (Circu M.L. and Aw T.Y ., 2012).
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Il rapporto di GSH/GSSG approssima ’ambiente redox intracellulare data la grande
dimensione del pool di GSH cellulare (Schafer F.Q. and Buettner G.R., 2001); la tendenza
del GSH a donare o accettare elettroni & determinata dal suo potenziale redox (E;) che in
condizioni fisiologiche é tra -260 e -200mV (Go Y.M. and Jones D.P., 2008).

Il GSH e presente nell’epitelio intestinale in concentrazioni millimolari (Aw T.Y. and
Williams M.W., 1992; Aw T.Y. et al., 1992; Aw T.Y., 1994) simili a quelle di altri tipi
cellulari (2-10 mM) (Meister A. and Anderson M.E., 1983). Il GSH intracellulare e
principalmente in forma ridotta biologicamente attiva e la sua ossidazione a GSSG e spesso
associata allo stress ossidativo (Circu M.L. and Aw T.Y., 2012). L’omeostasi redox del GSH
mucosale & mantenuta attraverso la sintesi de novo (Aw T.Y. et al., 1991), la rigenerazione
del GSSG (Shan X.Q. et al., 1990) ¢ I’uptake del GSH (Hagen T.M. and Jones D.P., 1987;
Aw T.Y. and Williams M.W., 1992). L’assorbimento del GSH mucosale attraverso la
membrana apicale si verifica indipendentemente dalla sintesi di GSH intracellulare (Aw T.Y.
et al., 1991) ed e stimolato da cationi monovalenti (Hagen T.M. and Jones D.P., 1987;
Vincenzini M.T. et al., 1989), come accade anche nelle cellule del tubulo prossimale renale
(Hagen T.M. et al., 1988). La riduzione del GSSG intestinale con formazione di GSH
richiede la presenza di NADPH (Aw T.Y. and Rhoads C.A., 1994).

Il GSH luminale, derivato dall’assunzione con la dieta e dalla produzione biliare (Aw T.Y.,
1994; Ballatori N. and Rebbeor J.F., 1998), & un pool dinamico importante nelle funzioni di
assorbimento e detossificazione e nella protezione del muco (Dahm L.J. and Jones D.P.,
1994). Si stima che il GSH nel lume duodenale sia rappresentato per il 50% da GSH epatico
(Aw T.Y., 1994; Ballatori N. and Rebbeor J.F., 1998). Il contributo della dieta € piu vario e
dipende dal consumo di alimenti ricchi o carenti di GSH (Jones D.P. et al., 1992). Fonti
ricche di GSH includono frutti freschi, vegetali e carne magra, mentre gli alimenti lavorati, il
grano e i prodotti lattiero caseari generalmente sono poveri di GSH (Jones D.P. et al., 1992;
He M. et al., 2004).

Le funzioni del GSH luminale includono la riduzione dei disolfuri della dieta (Dahm L.J.
and Jones D.P., 2000), la coniugazione di elettrofili/xenobiotici (Ames B.N., 1983), lo
scavenging di metalli bivalenti (Ballatori N. et al., 2009) e il mantenimento della fluidita del
muco attraverso 1’assemblaggio/disassemblaggio degli oligomeri di mucina (Hudson V.M.,
2004). Inoltre, un elevato GSH luminale promuove 1’assorbimento dei perossidi lipidici

luminali e riduce il trasporto dei perossidi linfatici (Aw T.Y. et al., 1992; Aw T.Y., 2005). A
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parte 1’assorbimento mucosale, il GSH luminale puo essere idrolizzato dalla y-glutamil-
transpeptidasi della membrana apicale (Hagen T.M. et al., 1990).

La distribuzione compartimentale del GSH probabilmente esiste in tutti i tipi cellulari, inclusi
gli enterociti (Circu M.L. and Aw T.Y., 2012). Il GSH cellulare ¢ distribuito tra mitocondri,
reticolo endoplasmatico (ER) e nucleo come distinti pool redox di GSH (Kemp M. et al.,
2008). I livelli di GSH sono elevati nei compartimenti mitocondriale, citosolico e nucleare
con un Ej relativamente ridotto tra -260mV e -300mV (Go Y.M. and Jones D.P., 2008). In
contrasto, la matrice del reticolo endoplasmatico mostra un Ej tra -170mV e -205mV (Dixon
B.M. et al., 2008). La grande differenza nel potenziale redox nei differenti organelli ben si
adatta alla specifica funzione biologica o0 metabolica di quel compartimento (Circu M.L. and
Aw T.Y., 2012). Per esempio, I’ambiente ossidato del reticolo endoplasmatico supporta la
corretta piegatura delle proteine nascenti (Bass R. et al., 2004), mentre, un Ey, del GSH/GSSG
di -255mV nello spazio intermembrana del mitocondrio rende possibile la formazione di
legami disolfuro tra proteine provenienti dal citosol (Herrmann J.M. and Riemer J., 2010),
nonostante la matrice mostri un E,, del GSH piu ridotto (-300mV) (Rebrin 1. and Sohal R.S.,
2004). Mentre ’equilibrio del GSH nella matrice si ottiene attraverso il trasporto del GSH
mediato dai carrier dal citosol ai mitocondri (Chen Z. and Lash L.H., 1998), non e chiaro
come lo spazio intermembrana mitocondriale mantenga un E, ossidato nonostante il libero
accesso del GSH citosolico attraverso le porine (Koehler C.M. et al., 2006). L’interazione
del GSH citosolico con quello nucleare & dinamica, in particolare durante il ciclo cellulare in
cui il GSH nucleare aumenta di 4 volte (Markovic J. et al., 2007). Un dilemma irrisolto e la
supposizione che il GSH nucleare venga mantenuto indipendentemente dal GSH citosolico
(Go Y.M. and Jones D.P., 2008), nonostante il fatto che il trasporto del GSH dal citosol al
nucleo si verifichi per diffusione passiva attraverso i pori nucleari (Ho Y.F. and Guenthner
T.M., 1997).

Il GSH intestinale é inoltre importante per la funzionalita degli enzimi GSH-dipendenti, come
le glutatione perossidasi, le glutatione reduttasi, le glutatione transferasi e le glutaredossine,
che sono compartimentalizzati nel citosol, nei mitocondri e nel nucleo (Circu M.L. and Aw
T.Y., 2012). Gli isoenzimi della glutaredossina (Grx), Grx1 e Grx2, sono localizzati in citosol
e mitocondri, rispettivamente, dove partecipano alla riduzione del GSSG o dei disolfuri GSH-
misti attraverso gli scambi tiolo-disolfuro (Fernandes A.P. and Holmgren A., 2004). La

localizzazione e 1’elevata espressione della Grx2 in enterociti duodenali di topo (Godoy J.R.
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et al., 2011) suggerisce un ruolo importante di questo enzima nelle reazioni redox (Circu
M.L. and Aw T.Y., 2012). La Grx3, che é priva di attivita ossidoreduttasica, serve come un
sensore redox durante la segnalazione indotta dalle specie reattive dell’ossigeno o dell’azoto
(ROS/RNS) (Haunhorst P. et al., 2010). La GSH S-transferasi (GST) catalizza la
detossificazione GSH-dipendente di elettrofili e cancerogeni luminali e i livelli di espressione
della GST sono spesso utilizzati come un indice di potenziale tumorigeno intestinale.
L'abbondanza e I’espressione della GST intestinale sono sensibili alla dieta e all’esposizione a
farmaci (Hoensch H. et al., 2006). Tra la famiglia multigenica umana di isoenzimi GST
(Mcllwain C.C. et al., 2006), alcune isoforme sono altamente espresse nell’intestino tenue
con scarsa abbondanza nel colon (Hoensch H. et al., 2006), coerentemente con rari fenomeni
neoplastici nell’intestino tenue (Pool-Zobel B. et al., 2005). La diminuzione della GST dal
colon prossimale a quello distale (Hoensch H. et al., 2006) suggerisce una ridotta
detossificazione degli xenobiotici nel colon e un aumento del rischio di cancro (Circu M.L.
and Aw T.Y., 2012).

Le transizioni fenotipiche delle normali cellule intestinali da proliferazione a differenziazione
0 apoptosi sono associate con 1’ossidazione crescente dell’Ey dei sistemi redox intracellulare
GSH/GSSG o extracellulare Cys/CySS (Jones D.P., 2006; Jones D.P. and Go Y.M., 2010).
Questa transizione cellulare non sembra, invece, essere correlata all’E}, della coppia Trx/TrxS
(Nkabyo Y.S. et al., 2002).

Un ambiente redox riducente favorisce la proliferazione, un ambiente ossidato favorisce
I’arresto della crescita e il differenziamento, mentre un ambiente redox estremamente ossidato
si associa con le cellule in fase di apoptosi o necrosi (Circu M.L. and Aw T.Y., 2011). Lo
stato redox del GSH/GSSG cellulare controlla la transizione cellulare da uno stato di
quiescenza a uno proliferativo, di arresto della crescita, di differenziamento o apoptotico nelle
cellule intestinali e in altri tipi cellulari (Aw T.Y., 2003; Aw T.Y., 2005).

L’En del GSH/GSSG intracellulare varia tra -260mV e -240mV nella proliferazione, tra -
220mV e -200mV nell’arresto della crescita ¢ nella differenziazione e tra -170mV e -150mV
nell’apoptosi o necrosi (Jones D.P., 2002).

Modifiche simili nell’Ey, della coppia redox Cys/CySS extracellulare da -80mV a -50mV sono
state associate con la transizione cellulare da uno stato proliferativo a uno differenziato
(Jonas C.R. et al., 2002).
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Sebbene I’Ej, di Trx/TrxSS rimanga essenzialmente immutato nella proliferazione cellulare e
nel differenziamento (Nkabyo Y.S. et al., 2002), I’ossidazione di Trx1 da parte di ROS o
RNS determina I’attivazione della segnalazione delle MAPKSs e I’apoptosi delle cellule del
colon (Sun Y. and Rigas B., 2008).

La barriera epiteliale intestinale & costantemente attaccata dagli ossidanti derivati dalla dieta e
di origine endogena che possono accumularsi e alterare il controllo redox della mucosa con
conseguenze deleterie (Circu M.L. and Aw T.Y., 2011). Un esempio sono i prodotti della
perossidazione lipidica e gli idroperossidi organici (Knoll N. et al., 2005).

Il GSH mucosale é cruciale nell’eliminazione intestinale dei lipidi perossidati luminali e nella
prevenzione del trasporto dei perossidi linfatici (Aw T.Y. and Williams M.W., 1992; Aw
T.Y.etal, 1992).

I’apoptosi a livelli elevati in associazione con la perturbazione del GSH/GSSG (Gotoh Y. et
al., 2002). Questo significa che un cambiamento del risultato fenotipico pud facilmente essere
modulato da un imposto transitorio (Aw T.Y., 2003; Aw T.Y., 2005) o sostenuto (Noda T. et
al., 2001; Gotoh Y. et al., 2002) cambiamento nel potenziale redox del GSH/GSSG, come
avverrebbe durante lo stress ossidativo intestinale acuto o cronico (Circu M.L. and Aw T.Y .,
2012). Nell’intestino tenue del ratto, la normale crescita epiteliale e 1’apoptosi sottostanno ad
un ritmo circadiano corrispondente ai periodi di alimentazione e post-prandiali dell'animale
(Tabata K. and Johnson L.R., 1986; Iwakiri R. et al., 2001). Il consumo sostenuto di una
dieta contenente lipidi perossidati perturba lo stato del GSH/GSSG mucosale e causa citostasi,
mentre la supplementazione di GSH ripristina i normali livelli di GSH mucosale e I’attivita di
turnover (Tsunada S. et al., 2003a; Tsunada S. et al., 2003b). Sorprendentemente, la
crescita della mucosa in seguito a massiccia resezione dell’intestino tenue ¢ stata associata
con la deplezione del GSH e uno stato ossidato del GSH/GSSG (Tian J. et al., 2007). Questo
aumento di attivita proliferativa pud in parte essere mediato da un’elevata Cys/CySS
plasmatica (Tian J. et al., 2007), coerente con 1’origine di segnali di crescita redox-
dipendente dalla membrana basale (Circu M.L. and Aw T.Y., 2012).

Nelle linee cellulari coloniche Caco-2 e HT-29 una perdita significativa del GSH cellulare
attraverso processi ossidativi e non ossidativi ¢ stata associata con 1’apoptosi (Circu M.L.

and Aw T.Y., 2011).
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II coinvolgimento dei mitocondri nell’apoptosi cellulare mediata dagli ossidanti ¢ ormai noto
(Circu M.L. and Aw T.Y., 2008; Circu M.L. and Aw T.Y., 2010). Il mitocondrio € un
compartimento particolarmente esposto agli ossidanti (Circu M.L. and Aw T.Y., 2012) e il
genoma mitocondriale & vulnerabile al danno ossidativo (Chen X.J. and Butow R.A., 2005).
E stato dimostrato che la deplezione del GSH mitocondriale (mtGSH) sensibilizza le cellule al
danno indotto da ossidanti (Garcia-Ruiz C. and Fernandez-Checa J.C., 2006) e all’apoptosi
(Circu M.L. and Aw T.Y., 2008; Circu M.L. et al., 2009; Circu M.L. and Aw T.Y., 2011).
Infatti, la perdita di mtGSH induce la variazione della permeabilita della membrana
mitocondriale (Aon M.A. et al., 2007), I’inibizione dei complessi respiratori (Kamga C.K. et
al., 2010), la diminuzione di ATP (Circu M.L. et al., 2008) e I’incrementata produzione di
ROS (Caballero F. et al.,, 2010), che collettivamente portano la cellula all’apoptosi
(Armstrong J.S. and Jones D.P., 2002; Circu M.L. et al., 2008). D’altra parte anche un
danno ossidativo all’mtDNA, un’alterata trascrizione di proteine di trasporto degli elettroni,
I’esagerata produzione di ROS e la diminuzione dell’mtGSH contribuiscono al
danneggiamento mitocondriale e all’iniziazione dell’apoptosi (Van Houten B. et al., 2006).
L’omeostasi del GSH nella matrice ¢ controllata attraverso il trasporto attivo del GSH dal
citosol (Chen Z. and Lash L.H., 1998). L’'mtGSH gioca un ruolo importante nella
sopravvivenza delle cellule coloniche e la sua conservazione e fondamentale per l'integrita del
mtDNA (Green R.M. et al., 2006).

L’elevato GSSG tissutale (lantomasi T. et al., 1994; Holmes E.W. et al., 1998) e/o la
diminuzione della sintesi del GSH (Sido B. et al., 1998) sono stati correlati con la gravita
dell’inflammazione mucosale o la diminuzione del contenuto di GSH mucosale nei pazienti
con IBD (lantomasi T. et al., 1994). Le IBD, sono caratterizzate dall’inflammazione cronica
del tratto intestinale (Yamada T. and Grisham M.B., 1991; Arndt H. et al., 1995), nella
quale I’eccessiva generazione di ROS indotta dalle cellule infiammatorie e lo stress ossidativo
tissutale svolgono un ruolo centrale (Circu M.L. and Aw T.Y., 2012). Tuttavia, non si &
ancora certi del ruolo causale della perturbazione del GSH/GSSG mucosale nella patogenesi
delle IBD dato che le terapie antiossidanti con le vitamine C ed E e il GSH non hanno avuto
effetto in modelli sperimentali di IBD (Schepens M.A. et al., 2011).

Un persistente stato di stress ossidativo tissutale € un legame comune tra inflammazione

intestinale cronica e un aumento dell'incidenza del cancro (Circu M.L. and Aw T.Y ., 2012).
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L’inflammazione cronica intestinale incrementa ’incidenza del cancro e lo sviluppo del
tumore € attribuito a un persistente stato di stress ossidativo e alla diminuzione
dell’eliminazione dei ROS (Circu M.L. and Aw T.Y., 2011). Un basso contenuto di GSH e
incrementati livelli di 4-idrossi-2-nonenale, malonildialdeide e 8-idrossi-2-deossiguanosina
sono stati associati a tumori maligni (Storz P., 2005; Mistry N. et al., 2008; Brigelius-Flohé
R. and Kipp A., 2009). Inoltre, la modulazione dell’attivita e del livello degli enzimi GSH
e/o Trx dipendenti é in grado di aumentare la proliferazione, la migrazione, le metastasi e
I’evasione dall’apoptosi delle cellule tumorali (Powis G. et al., 2000; Brigelius-Flohe R. and
Kipp A., 2009). La Trx1 elevata € stata associata alla crescita aggressiva delle cellule del
tumore primario del colon-retto (Raffel J. et al., 2003) ed é caratteristica del tumore al colon
(Berggren M. et al., 1996). Stati alterati delle coppie redox e/o dei sistemi redox dipendenti

sono comuni nei tumori del tratto intestinale (Circu M.L. and Aw T.Y., 2011).
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1.5 1l vino e i vitigni: Cannonau e Vermentino

Il vino (dal latino vinum, affine al greco oivog) € il prodotto della fermentazione alcolica
dell’uva pigiata, fresca o leggermente appassita, o del mosto, il succo ottenuto mediante
spremitura degli acini.

L’elemento di partenza nella produzione del vino ¢ il frutto della Vitis vinifera, 1’uva da vino,
costituito da un’infruttescenza (grappolo), comprendente un certo numero di bacche (acini o
chicchi) di vario colore, dal verde al giallo-dorato, al rosso, al bluastro, al nero-violaceo,
portate da un complesso di ramificazione (raspo). Gli acini, che hanno una forma che va da
sferica a ellittico-ovoidale, hanno una parte esterna (buccia), una mediana (polpa) e una
interna (che racchiude i semi o vinaccioli).

La buccia dell’acino ¢ la sede del colore, dei precursori degli aromi (che non si sentono
degustando gli acini) e anche dei flavanoli che andranno a costituire gran parte della struttura
tannica. I tannini, che possono essere responsabili, se in quantita esagerata, dell’astringenza e
dell’amaro, sono dei forti antiossidanti naturali e permettono al vino di conservarsi.

A protezione della buccia c’¢ la pruina, sostanza cerosa che costituisce la difesa dagli agenti
esterni, sia atmosferici che patogeni. La pruina é costituita da cere ed acidi grassi che sono
importanti fattori di crescita per i lieviti.

La polpa dell’acino contiene una soluzione acquosa che comprende soprattutto zuccheri, acidi
organici, sali minerali, composti azotati, polifenoli come acidi fenolici e composti aromatici
nel caso di uve aromatiche.

I vinaccioli, i semi dell’uva, contengono una quantita maggiore di tannini rispetto alla buccia;
se passano nel vino danno sensazioni astringenti (Lanati D., 2004).

Le operazioni enotecniche per la preparazione del vino iniziano con la vendemmia,
proseguono con la preparazione del mosto e la fermentazione, la svinatura e la conservazione
del vino; comprendono anche trattamenti correttivi dei mosti, della vinificazione e dei vini
stessi.

La vinificazione ¢ I’attivita di produrre il vino ¢ il complesso delle operazioni necessarie a tal
fine (pigiatura, diraspatura, sgrondatura, torchiatura o pressatura, ecc.) con le quali dalle uve
si ottiene il mosto e quindi il vino, dopo la fermentazione alcolica. Si distingue una
vinificazione in bianco e una vinificazione in rosso. Nella vinificazione in bianco il mosto

fermenta in assenza delle parti solide dell’uva (raspi, bucce e vinaccioli), e si effettua,
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generalmente, per ottenere vini bianchi, da uve sia bianche che rosse; la vinificazione in rosso
avviene invece con macerazione delle parti solide (vinacce), le bucce e i vinaccioli, mentre i
raspi vengono, nella generalita dei casi, eliminati con la pigiatura delle uve. Si puo avere,
inoltre, una vinificazione in rosato che si esegue da uve nere; il mosto resta a contatto con le
vinacce il tempo necessario per assumere la tonalita e I’intensita di colore desiderate.

La trasformazione del mosto in vino avviene attraverso la fermentazione alcolica condotta dai
lieviti appartenenti al genere Saccharomyces. | lieviti trasformano gli zuccheri, glucosio e
fruttosio, in alcol e anidride carbonica (Lanati D., 2004). La fermentazione pud essere
naturale, cioe operata dai microrganismi presenti naturalmente sulla superficie degli acini e
che con la pigiatura vengono portati a contatto del mosto, o puo essere guidata, cioe eseguita
con colture di fermenti selezionati.

| primi produttori mondiali di vino sono Francia, Spagna e Italia. Alcuni vitigni italiani
risalgono all’epoca greca, etrusca e romana. Il vitigno, termine con il quale si indica una
specifica famiglia di Vitis vinifera, puo derivare o da mutazioni di varieta preesistenti, o da
incroci fra varieta domestiche, o fra varieta domestiche e selvatiche.

In Italia & possibile trovare moltissimi vitigni o varieta di uva. Le zone di produzione
conferiscono ai vini caratteristiche specifiche che li rendono unici.

In Sardegna il vigneto & parte integrante del paesaggio. E presente quasi ovunque, dalle
pianure piu fertili vicino al mare sino all’alta collina e alle zone piu interne. La vitivinicoltura
ha sempre svolto un ruolo importante nell’economia agricola sarda. La particolare
conformazione orogenetica e territoriale di questa regione consente una viticoltura
moderatamente intensiva, caratterizzata da una produzione enologica di elevata qualita che in
alcune aree particolarmente favorite raggiunge spesso 1’eccellenza.

E quasi certo che la Vitis vinifera sia in Sardegna una pianta indigena, selvatica, tanto che i
popoli sopraggiunti non portarono il ceppo o il sarmento, bensi 1’arte dell’innesto, della
coltivazione, e le tecniche di produzione e di conservazione del vino
(www.sardegnaagricoltura.it).

Tra i vitigni autoctoni della Sardegna troviamo il Vermentino e il Cannonau.

Grazie alle sue doti di sopravvivenza in climi aridi e sassosi ed alla sua produttivita, 1’'uva
Cannonau, originaria della Spagna, si e diffusa con successo in tutto il mondo. In Sardegna la
coltivazione del vitigno e la relativa zona Doc é diffusa in tutta I’isola, ma trova il suo

ambiente d’elezione nelle zone piu interne, in particolare 1’Ogliastra. Nonostante sia
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considerato un vino autoctono, non si conoscono con certezza le sue origini. Tuttavia,
recentissimi studi ancora in corso, che dimostrano 1’esistenza in Sardegna di pratiche
enologiche sin dall’eta nuragica, potrebbero far ipotizzare la presenza del Cannonau in terra
sarda gia al momento della dominazione spagnola, periodo cui storicamente si fa risalire la
sua introduzione (www.sardegnaagricoltura.it). Sono state trovate tracce storiche
documentate dal XVI secolo (Vodret A., 2003). Il Cannonau occupa il 30% della superficie
vitata sarda, investendo una superficie complessiva di circa 7.500 ettari, concentrati per oltre
il 70% nella provincia di Nuoro (www.sardegnaagricoltura.it).

La Denominazione di Origine Controllata lo qualifica come “Cannonau di Sardegna”
(www.sardegnaagricoltura.it). Il vino Cannonau e protetto con la denominazione di origine
controllata (DOC) di "Cannonau di Sardegna™ dal 1972 (Gazzetta Ufficale - Serie Generale
no. 272, 18-11-1992) e negli ultimi anni i produttori stanno lavorando per lI'aggiornamento a
"denominazione di origine controllata e garantita” (DOCG) (Tuberoso C.1.G. et al., 2013).

Il Vermentino, conosciuto in Portogallo come “codega”, dalla penisola iberica si ¢ diffuso in
Liguria, in Corsica, in Sardegna e, in misura minore, anche in Toscana. La Sardegna e
certamente terra d’elezione per questo vitigno, che insieme al Cannonau, rappresenta
I’espressione piu tipica della produzione enologica regionale. Proveniente dalla penisola
iberica, e arrivato in Sardegna attraverso la Corsica alla fine del 1800 e dai terreni di
disfacimento granitico della Gallura in cui ha trovato il suo habitat ideale, si e poi diffuso in
tutta 1’isola, dove attualmente occupa una superficie di circa 2.800 ettari. Il vitigno
Vermentino viene attualmente utilizzato per la DOCG “Vermentino di Gallura” e le DOC
“Vermentino di Sardegna”, “Alghero Vermentino frizzante” e “Cagliari Vermentino”. La
DOC Vermentino di Sardegna é la piu estesa e ricca di vini della Sardegna e si pud produrre
in tutto I’ambito regionale (www.sardegnaagricoltura.it).

Sono ancora poco numerosi gli studi sulle proprieta benefiche di questi due vini. Uno studio
pubblicato su Nature ha correlato l'alto contenuto di procianidine nel vino rosso, ottenuto
dalla varieta Cannonau, attraverso lavorazione tradizionale, all’elevata longevita delle
persone, in particolare gli uomini, che vivono nella provincia di Nuoro in Sardegna, che
consumano regolarmente dosi moderate di questo vino (Corder R. et al., 2006). Un recente
studio effettuato nei nostri laboratori ha evidenziato I’attivita antiossidante della frazione
fenolica del vino e delle uve Cannonau e Vermentino in diversi sistemi sperimentali cell free
e in colture cellulari (Loru D. et al., 2011; Deiana M. et al., 2012; Loru D. et al., 2012).
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L’attivita antiossidante del vino rosso Cannonau ¢ stata recentemente valutata e confermata
mediante I"utilizzo di sistemi cell free (test DPPH, FRAP e ABTS). E stato anche dimostrato
in vitro un effetto vasodilatatorio diretto di questo vino in anelli aortici di ratto isolati pre-

contratti con norepinefrina (Tuberoso C.1.G. et al., 2013).
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1.6 Composizione del vino

La composizione del vino ¢ condizionata principalmente dalla composizione dell’uva, ma
anche la fermentazione e la tecnologia di vinificazione giocano un ruolo molto importante,
per cui é possibile ottenere vini con composizione completamente diversa dalla stessa uva.
| principali costituenti del vino sono i seguenti:

« Acqua: e di gran lunga il componente pit importante con un contenuto compreso tra

1’80 ¢ il 90%.

* Alcoli:

- L’alcool etilico € il principale prodotto della fermentazione alcolica. Questa puo
essere arrestata e in questo caso nel vino si avra una certa quantita di “alcool svolto”
insieme agli zuccheri. Moltiplicando la percentuale di zuccheri per 0,6 si ottiene la
gradazione alcolica potenziale. La somma della gradazione svolta con quella
potenziale da la gradazione alcolica complessiva, utilizzata ai fini della definizione
legale del vino. Quando da un vino si fanno evaporare le sostanze volatili, costitute
principalmente da acqua e alcool, il complesso che rimane si chiama estratto.

- La glicerina & il terzo composto per quantita presente nei vini (4-15 g/l), € un
prodotto secondario della fermentazione alcolica ed in genere il suo contenuto € tanto
maggiore quanto piu elevata e la gradazione alcolica. La glicerina influenza
notevolmente le qualita organolettiche del vino, contribuendo a determinarne la
morbidezza.

- L’alcool metilico &€ un composto molto tossico che deriva dalla demolizione
enzimatica delle pectine della buccia, pertanto i vini ottenuti attraverso la
vinificazione con macerazione presentano livelli piu alti rispetto a quelli ottenuti con
la vinificazione in bianco. | tenori che normalmente si riscontrano nei vini (20-200
mg/l) sono largamente al di sotto della soglia di tossicita.

- Gli alcoli superiori vengono cosi chiamati in quanto presentano un numero di atomi
di carbonio superiore a 2. Comprendono principalmente 1-propanolo, 2-metil-1-
propanolo (alcool isobutilico), 3-metil-1-butanolo (alcool isoamilico inattivo) e 2-
metil-1-butanolo (alcool isoamilico attivo). Sono prodotti secondari della
fermentazione alcolica derivanti principalmente dalla degradazione degli

amminoacidi. Il loro contenuto globale varia da 100 a 500 mg/l. Gli alcoli amilici
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incidono negativamente sulle caratteristiche organolettiche del vino, percio si
preferisce ridurne la produzione aggiungendo al mosto sali di ammonio, che essendo
la fonte di azoto piu facilmente assimilabile dai lieviti viene preferita rispetto agli
amminoacidi.

- Butilenglicole é un polialcole presente in tutti i fermentati quale prodotto secondario
della fermentazione alcolica. Nei vini si trova in quantita comprese tra 0,3 e 0,5 g/I.
Zuccheri: se la fermentazione si € completata nel vino rimane qualche frazione di
grammo degli zuccheri dell’uva (fruttosio, glucosio e gli zuccheri infermentescibili

quali arabinosio e xilosio).

Acidi organici: gli acidi organici identificati nel vino superano la cinquantina; insieme
concorrono a determinare 1’acidita totale dei vini, che in Italia viene espressa in g/l di
acido tartarico. L’acidita ¢ suddivisa in acidita fissa e volatile. I principali acidi organici
che compongono I’acidita fissa sono: tartarico, malico, citrico, succinico e lattico. I
primi tre sono presenti nell’'uva mentre il succinico ¢ un prodotto della fermentazione
alcolica ed il lattico della fermentazione malo-lattica. L acidita volatile € costituita quasi
esclusivamente da acido acetico. Questo si forma in piccole quantita durante la
fermentazione alcolica.

Sostanze azotate: le forme in cui sono presenti le sostanze azotate nel vino sono le
stesse di quelle dell’uva, ma in quantita decisamente minori in quanto in parte utilizzate
dai lieviti e in parte precipitate.

Sostanze fenoliche: queste sostanze provengono direttamente dall’uva ed il loro
contenuto dipende dalla tecnica di vinificazione utilizzata. Se si e utilizzata la
vinificazione con macerazione il loro contenuto sia qualitativo che quantitativo dipende
dalla qualita dell’uva e dal tempo di macerazione. | composti fenolici condizionano il
colore, I’aroma e la stabilita del vino. Sostanze fenoliche sono anche cedute dalla botte
al vino durante I’invecchiamento.

Sostanze minerali: provengono direttamente dall’uva e sono costituite da cationi (K,
Na, Ca, Mg, ecc.) e anioni (fosfati, solfati e cloruri), il cui contenuto complessivo nel
vino é intorno ai 2-3 g/l. Sono presenti numerosi oligoelementi alcuni dei quali (ferro,
iodio, cobalto, rame, manganese, molibdeno e zinco) esplicano azioni favorevoli

attivando importanti processi biochimici nei processi fermentativi. Alcuni oligoelementi
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(piombo, arsenico e cadmio) sono tossici e per questo sono stati fissati dei limiti
massimi.

Sostanze aromatiche: le sostanze aromatiche che concorrono a formare il bouquet del
vino sono moltissime. Questi componenti evolvono nel tempo e sono numerosi i fattori
che incidono sulla loro qualita e quantita. A grandi linee essi sono suddivisi in:

- aromi primari o varietali

- aromi pre-fermentativi

- aromi fermentativi

- aromi post-fermentativi

Vitamine: provengono direttamente dall’uva e favoriscono 1’azione dei lieviti. La
vitamina C presente nell’uva non si ritrova nei vini in quanto scompare durante la
vinificazione.

Gas disciolti:

- Anidride carbonica: per ogni mole di glucosio fermentata si formano due moli di

anidride carbonica. Questa si scioglie in parte nei vini ed in parte si disperde durante
le varie fasi tecnologiche. Nei vini giovani abbiamo tenori di CO; elevati, intorno ai
2g/1, che tendono a diminuire nel tempo per arrivare a 50mg/l nei vini vecchi. La
presenza di CO; nel vino esalta il profumo e ne migliora la sapidita e il colore, inoltre
lo protegge dall’ossidazione; per questo motivo ¢ sempre piu frequente 1’aggiunta di
CO,, soprattutto ai vini bianchi.

Ossigeno: durante tutte le fasi della lavorazione il vino viene continuamente a
contatto con 1’ossigeno e puo assorbirlo fino a raggiungere i 10mg/l. L’ ossigeno
presente nel vino partecipa ai processi ossido-riduttivi che avvengono durante
I’invecchiamento. Un eccesso di ossigeno soprattutto nei vini bianchi, ne provoca
I’ossidazione con risvolti negativi su aroma, gusto e colore.

Anidride solforica: sebbene esistano alcuni lieviti che possono produrre SO, la sua
presenza nei vini ¢ legata soprattutto all’aggiunta che si effettua per regolare la
fermentazione e proteggere i vini dall’ossidazione durante la conservazione. Le
quantita massime sono fissate per legge per tutelare il consumatore dai suoi effetti

tossici non trascurabili

(Cabras P., 2004).
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1.7 Fenoli del vino

| fenoli o composti fenolici, generalmente chiamati polifenoli, comprendono i fenoli semplici,
composti che hanno un singolo anello aromatico contenente uno o piu gruppi idrossilici come
I’acido caffeico, e i composti polifenolici propriamente detti, che hanno molteplici anelli
fenolici nella struttura come la catechina e 1’acido ellagico.

Il vino contiene molte sostanze fenoliche, la maggior parte delle quali hanno origine negli
acini d’uva. I composti fenolici svolgono diverse funzioni importanti nel vino che riguardano
il gusto (amarezza e astringenza, specialmente nel vino rosso) e il colore del vino rosso.
Inoltre, i composti fenolici sono la chiave per la conservazione del vino e la base di un lungo
invecchiamento. Infine, dato che i composti fenolici ossidano facilmente, sono responsabili
dell’imbrunimento del vino se esposto all'aria.

La quantita totale di fenoli trovata in un bicchiere di vino rosso ¢ dell’ordine dei 100-200 mg
contro circa 40 mg in un bicchiere di vino bianco (Waterhouse A.L., 2002).

| polifenoli del vino possono essere raggruppati in due categorie: i non-flavonoidi e i

flavonoidi.

1.7.1 Non-flavonoidi

¢ Acidi idrossicinnamici: il precursore ¢ I’acido cinnamico e sono la classe di fenoli
maggiormente presente nell’uva e nel vino bianco. Sia il vino rosso che il vino bianco ne
contengono livelli simili. Sono i primi ad essere ossidati e, in seguito, ad avviare il
processo di imbrunimento dei vini bianchi. Negli acini sono presenti in forma di acidi
idrossicinnamici semplici: acido caffeico, acido cumarico e acido ferulico. Questi composti
sono presenti anche come esteri legati all’acido tartarico per formare 1’acido caftarico,
I’acido cutarico e 1’acido fertarico rispettivamente. In natura sono per lo piu glicosilati o
esterificati, ma possono trovarsi legati anche alla parete cellulare per mezzo di proteine o
altri polimeri. La loro azione antiossidante é data dalla capacita di formare radicali stabili:
guesta funzione varia in funzione del tipo, numero e posizione dei sostituenti presenti. La
presenza di piu gruppi ossidrilici o metossilici sull’anello aromatico conferisce agli acidi
idrossicinnamici un potenziale antiossidante superiore, per la maggior capacita di

stabilizzare un eventuale radicale. | livelli totali di acidi idrossicinnamici sono in genere
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130 mg/l nei vini bianchi e 60 mg/l nei vini rossi (Waterhouse A.L., 2002; Cabras P.,
2004; Waterhouse A.L., 2006).

Acidi idrossibenzoici: il precursore ¢ I’acido benzoico e sono presenti in minore quantita
nei vini nuovi. Quello maggiormente presente nel vino ¢ I’acido gallico, che deriva
dall’idrolisi degli esteri gallati dei tannini idrolizzabili e di quelli condensati dopo pochi
mesi di invecchiamento. Mentre il precursore acido benzoico ha scarsa attivita, gli acidi
idrossibenzoici, cosi come gli acidi idrossicinnamici, presentano proprieta antiossidanti che
consentono loro di reagire con i radicali perossilici coinvolti nella fase di iniziazione e di
propagazione della perossidazione lipidica. La concentrazione nel vino bianco e di circa 10
mg/l, mentre nel vino rosso é di circa 70 mg/l (Waterhouse A.L., 2002; Cabras P., 2004;
Waterhouse A.L., 2006).

Tannini: sono tra i principali costituenti del vino, in particolare di quello rosso, ottenuto
per macerazione delle bucce d'uva, che ne contengono in gran quantita. | tannini, il cui
termine deriva da tannin (quercia), hanno la capacita di chelare i metalli, precipitare le
proteine ed esercitare una notevole azione antiossidante. | tannini vengono estratti dalle
bucce e dai vinaccioli durante la fermentazione, ma questi composti si trovano anche nel
legno, per cui la concentrazione aumenta nel vino anche durante la permanenza nelle botti
o nelle barrique. La funzione principale dei tannini nel vino é legata al colore, infatti € la
presenza di tannini e antociani a conferire le varie sfumature. Altra funzione dei tannini &
quella conservante, infatti fungono da antibatterici proteggendo il vino e assicurandone la
longevita. Non tutti i tannini, pero, influiscono positivamente sul vino, quelli ceduti dai
vinaccioli, ad esempio, conferiscono un sapore amaro. | tannini possono essere a loro volta
suddivisi in condensati ed idrolizzabili. I tannini condensati sono polimeri dei flavan-3-oli;
I tannini idrolizzabili comprendono gli ellagitannini, formati da glucosidi dell'acido
ellagico, e i gallotannini che per idrolisi acida liberano acido gallico. | tannini idrolizzabili
nel vino bianco hanno livelli di circa 100 mg/l, mentre nei vini rossi i livelli salgono a 250
mg/l dopo due o piu anni di maturazione (Waterhouse A.L., 2002; Cabras P., 2004;
Waterhouse A.L., 2006).
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+ Stilbeni: sono presenti in quantita minore nel vino rispetto alle altre sostanze fenoliche. Il
principale stilbene presente nell’uva ¢ il resveratrolo, prodotto dalla vite in risposta a
infezioni e attacchi fungini (ad es. da Botritis cinerea). La produzione di resveratrolo
diminuisce durante la maturazione e, di conseguenza, vini ottenuti da uve mature non
contengono molto resveratrolo. Il resveratrolo & presente come isomero cis, trans e come
composto glucosidico. Il cis-resveratrolo ¢ assente nell’uva, ma si trova nel vino (con
concentrazioni di 0.5 mg/l nel vino bianco e di 7 mg/l nel vino rosso) come risultato
dell’isomerizzazione del trans dopo esposizione alla luce (340 nm) (Waterhouse A.L.,
2002; Cabras P., 2004; Waterhouse A.L., 2006).
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1.7.2 Flavonoidi

Rappresentano un vasto gruppo di composti naturali, la cui struttura di base, illustrata in
Figura 1, é rappresentata da uno scheletro di difenilpropano (C6-C3-C6), costituito da due
anelli aromatici (anello A e B) uniti da una catena di tre atomi di carbonio, normalmente

presenti in forma eterociclica ossigenata (D'Archivio M. et al., 2007).

Figura 1 Struttura generale dei flavonoidi

A seconda del numero, della posizione e del tipo di sostituenti, e in base al grado di
insaturazione e ossidazione della catena carboniosa, i flavonoidi possono essere suddivisi in
diverse classi. Sono stati identificati piu di 4000 flavonoidi e il numero € in costante crescita,
in quanto i sostituenti primari (come il gruppo idrossile), possono essere sostituiti in numerosi
modi, dando origine a strutture molto complesse (D'Archivio M. et al., 2007).

| flavonoidi che si trovano nelle uve e nel vino possiedono due gruppi idrossilici nell’anello
A, in posizione 5 e 7. Le differenze nello stato di ossidazione e di sostituzione nell’anello C
definiscono le diverse classi di flavonoidi. Ad esempio, una saturazione nell’anello C
definisce la struttura dei flavani, un gruppo cheto in posizione 4 (e una insaturazione tra il 2 e
il 3) definisce i flavoni, I’anello aromatico definisce le antocianidine (Waterhouse A.L.,
2002).

Le sostituzioni sull’anello B definiscono i membri delle classi. Normalmente viene sostituito
un idrossile in posizione 4 e un ossigeno in posizione 3 e/o 5, che puod essere un idrossile
(fenoli) o un metossile (Waterhouse A.L., 2002).

I flavonoidi possono essere presenti come agliconi o come glucosidi: in questo caso la

molecola risulta pitu polare e quindi piu idrosolubile, ma meno reattiva nei confronti dei
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radicali liberi. Lo zucchero generalmente coinvolto nella formazione dei glucosidi € il D-
glucosio, ma possono essere presenti anche altri monosaccaridi, come L-ramnosio, galattosio,
xiloso, arabinosio, e disaccaridi, come il rutinosio (Waterhouse A.L., 2002).

Sono molecole importanti dal punto di vista organolettico perché contribuiscono al colore,
sapore e aroma dei vini. Anche se non sono considerati veri e propri nutrienti, i flavonoidi
sono molto studiati per le molteplici attivitd biologiche, importanti nella prevenzione di
numerose patologie.

Il gruppo dei flavonoidi comprende la maggior parte dei fenoli presenti nel vino rosso e
deriva dall'estrazione delle bucce e dei semi dell’uva, durante il processo di fermentazione
(Waterhouse A.L., 2002).

Le principali categorie di flavonoidi presenti nel vino sono i flavonoli, flavanoli e antociani.

+ Flavonoli: i flavonoli maggiormente presenti nel vino sono la quercetina, la miricetina e il
campferolo, piu facilmente ritrovabili nell’uva e nel vino come glucosidi rispetto alle
forme aglicone (Waterhouse A.L., 2002). La biosintesi dei flavonoli e stimolata dalla
luce, si accumulano quindi nel tessuto esterno del frutto; possono esistere delle differenze
di concentrazione tra frutti della stessa pianta e anche tra le diverse parti di un unico frutto,
a seconda dell’esposizione alla luce del sole (Cortell J.M. and Kennedy J.A., 2006). Nel

vino rosso i flavonoli hanno una concentrazione di circa 100 mg/l.

¢ Flavanoli: rappresentano la classe piu abbondante di flavonoidi presenti nel vino e
nell’uva, dove si trovano nei semi e nella buccia; possiedono come nucleo base la
catechina e I’epicatechina, che nelle bucce sono presenti quasi integralmente in forma
polimerica. Sono spesso chiamati flavan-3-oli per indicare la posizione del gruppo alcolico
nell’anello aromatico C. I flavanoli sono presenti nel vino in forma di esteri dell’acido
gallico. Nel vino rosso sono maggiormente rappresentati dalla catechina e la sua
concentrazione dipende dalla tecnica di produzione. La maggior parte dei composti fenolici
nel vino proviene dalla condensazione di pit molecole di flavanoli che danno origine agli
oligomeri (procianidine) e ai polimeri (tannini condensati) (Waterhouse A.L., 2002;
Cabras P., 2004; Waterhouse A.L., 2006).
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+ Antociani: composti chimici presenti nella buccia degli acini, il cui colore cambia con

I'acidita dell'ambiente in cui si trovano. Formano dei derivati detti antocianidine, fra cui i
pit importanti sono la cianidina (rossa) e la delfinidina (rosso violetto). Gli antociani (dal
greco antos=fiore e cianos=azzurro) e le antocianidine sono responsabili del colore rosso
delle uve e del colore rosso-violetto dei vini novelli. Durante I'invecchiamento del vino si
aggregano formando dei polimeri detti flavanoli i quali sono poco solubili nel vino e
precipitano; per tale ragione il vino con il tempo tende a schiarirsi. Sono responsabili della
colorazione del vino rosso ¢ dei colori rosso e blu della buccia dell’uva rossa o nera. Gli
antociani reagiscono con i tannini per produrre una molecola chimicamente piu stabile. Il
nome per il semplice anello flavonoide, ovvero per la forma non combinata con i tannini e
antocianidina. Gli antociani si trovano nella forma glicosilata e gli agliconi piu
rappresentativi sono: cianidina, peonidina, delfinidina, petunidina e malvidina. In Vitis
vinifera, la specie europea, lo zucchero € il 3-glucosio mentre nelle specie americane € il
3,5-di-glucosio, la presenza quindi dell’uno o dell’altro zucchero fornisce indicazione sul
tipo di uva usata nella produzione del vino. Il vino contiene fino a 350 mg di antociani/l,
che vengono trasformati in varie strutture complesse durante la maturazione (Brouillard
R. et al., 1997; Es-Safi N.E. et al., 2002; Waterhouse A.L., 2002; Cabras P., 2004;
Waterhouse A.L., 2006).
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1.8 Attivita biologiche dei polifenoli: attivita antiossidante e anti-

inflammatoria

Tra gli antiossidanti derivati dalla dieta, i polifenoli sono i piu abbondanti. Essi sono presenti
naturalmente nelle verdure, nella frutta (Giovannini C. et al., 2006; (D'Archivio M. et al.,
2007), nei cereali e legumi secchi, nel cioccolato, nelle olive (D'Archivio M. et al., 2007) e
nell’olio extravergine d’oliva (Giovannini C. et al., 2006), e nelle bevande di origine
vegetale come te, vino (Giovannini C. et al., 2006) e caffe (D*Archivio M. et al., 2007).
Nelle piante i polifenoli hanno funzioni diverse: colorante, proprieta antimicrobiche e
antifungine, protezione dai raggi UV, chelazione di metalli pesanti e protezione antiossidante
nei confronti di radicali liberi generati durante la fotosintesi (Carratu B. and Sanzini E.,
2005).

Sulla base della loro assunzione giornaliera, che puo raggiungere 1 g/die (in una dieta ricca di
frutta e verdure) (Kuhnau J., 1976), notevolmente superiore rispetto a quella di altri
antiossidanti (vitamina E, vitamina C, p-carotene), i polifenoli possono essere un fattore
importante nell’assicurare il potenziale antiossidante della dieta e nel contribuire a mantenere
I'equilibrio redox endogeno nell’uomo (Nardini M. et al., 2009); le concentrazioni di
polifenoli nel tratto gastrointestinale possono raggiungere livelli millimolari (Scalbert A. and
Williamson G., 2000).

Come antiossidanti i polifenoli possono proteggere i costituenti cellulari dal danno ossidativo
e, quindi, limitare il rischio di insorgenza di diverse patologie degenerative legate allo stress
ossidativo. Studi sperimentali, infatti, sostengono con forza un ruolo importante dei polifenoli
nella prevenzione di patologie cardiovascolari, tumori, osteoporosi, diabete mellito, patologie
neurodegenerative e intestinali (Scalbert A. et al., 2005). Sono in grado di detossificare in
vitro le specie reattive dell’ossigeno, dell’azoto e del cloro, quali i radicali superossido e
I’idrossile, 1’ossigeno singoletto, i radicali perossilici, il perossinitrito e 1’acido ipocloroso
(Rice-Evans C., 2001).

Il loro potere antiossidante dipende dal numero di anelli fenolici, dal numero e posizione di
gruppi idrossilici e di doppi legami presenti nella molecola, ed é determinato in particolare
dalla presenza di un anello B diidrossilato (gruppo catecolico), di un’insaturazione in
posizione 2,3 associata ad una funzione 4-carbonilica nell’anello C e di gruppi funzionali

capaci di chelare i metalli di transizione (Bors W. et al., 2001; Spencer J.P.E. et al., 2003).

65



Le proprieta antiossidanti sono state considerate per molto tempo la principale funzione dei
polifenoli (Luximon-Ramma A. et al., 2002), ma nei sistemi biologici complessi, i polifenoli
possono avere una serie di effetti non ascrivibili alla sola attivita antiossidante (Allen R.G.
and Tresini M., 2000; Kwon Y.W. et al., 2003; Torres M. and Forman H.J., 2003).

E stato dimostrato che i polifenoli sono in grado di modulare ’espressione e/o I’attivita di
enzimi come le telomerasi (Naasani 1. et al., 2003), le cicloossigenasi (Laughton M.J. et al.,
1991; O'Leary K.A. et al., 2004; Hussain T. et al., 2005), le lipoossigenasi (Schewe T. et
al., 2001; Sadik C.D. et al., 2003), la xantina ossidasi (Van Hoorn D.E. et al., 2002), le
matalloproteinasi (Isemura M. et al., 1999; Oak M.H. et al., 2004), I’enzima di conversione
dell’angiotensina (Actis-Goretta L. et al., 2003) e le protein chinasi (Agullo G. et al., 1997;
Gamet-Payrastre L. et al., 1999); di interagire con le vie di trasduzione del segnale (Kong
AN. et al., 2000; Wiseman S. et al., 2001; Spencer J.P. et al., 2003), con i recettori
cellulari (Rosenkranz S. et al., 2002; Mueller S.O. et al., 2004), con le vie apoptotiche
caspasi-dipendenti (Monasterio A. et al., 2004; Sergeev I.N., 2004; Way T.D. et al., 2005),
con la regolazione del ciclo cellulare (Fischer P.M. and Lane D.P., 2000) e con I’induzione
di enzimi detossificanti (Birt D.F. et al., 2001). Essi inoltre sono in grado di aumentare la
produzione di vasodilatatori come 1’ossido nitrico (Aldini G. et al., 2003; Wallerath T. et
al., 2003), influenzare la funzione delle piastrine (Murphy K.J. et al., 2003) e competere con
il glucosio nel trasporto attraverso la membrana (Vera J.C. et al., 1996).

Dati sperimentali indicano che i polifenoli possono offrire una protezione indiretta attraverso
I’attivazione di sistemi di difesa antiossidante endogeni (Giovannini C. et al., 2006).

Molti dati sperimentali dimostrano che sistemi cellulari, trattati con polifenoli, presentano un
aumento della concentrazione di GSH e delle attivita enzimatiche ad esso correlate, in
particolare della y-glutamilcisteina sintetasi, della glutatione reduttasi, della GPx e della
glutatione S-transferasi (Steele V.E. et al., 2000; Jeon S.E. et al., 2003; Molina M.F. et al.,
2003; Ramirez-Mares M.V. and de Mejia E.G., 2003; Scharf G. et al., 2003; Soto C. et
al., 2003). | polifenoli sembrano agire in maniera diversa su attivita enzimatiche diverse e gli
effetti osservati sono fortemente dipendenti dalla struttura chimica del polifenolo e dal
sistema cellulare utilizzato (Giovannini C. et al., 2006).

Effetti dei polifenoli sulle attivita enzimatiche correlate al GSH, in particolare sulla GPx, sono
stati dimostrati anche in studi in vivo, sia in modelli animali che nell’'uomo (Rodrigo R. et al.,
2002; Khan N. and Sultana S., 2004; Fitdo M. et al., 2005; Rodrigo R. et al., 2005).
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Uno dei meccanismi attraverso i quali i polifenoli esercitano tali effetti sembra essere
un’azione diretta sull’espressione genica degli enzimi (Giovannini C. et al., 2006).

I composti fenolici hanno dimostrato di possedere anche una significativa attivita anti-
inflammatoria in vitro e in vivo. Dati recenti suggeriscono che i polifenoli possono funzionare
come modulatori delle principali vie di trasduzione del segnale per esplicare i loro effetti
benefici. Questi composti naturali esprimono [D’attivita anti-inflammatoria attraverso la
modulazione dell’espressione di geni pro-inflammatori come la cicloossigenasi, la
lipoossigenasi, la ossido nitrico sintasi e diverse citochine, principalmente agendo attraverso il
signalling del fattore NF-kB e le MAPKS.

E stato suggerito che i meccanismi molecolari coinvolti nelle attivita anti-infiammatorie dei
polifenoli includono: I’inibizione di enzimi pro-infiammatori come le cicloossigenasi, le
lipossigenasi e 1’ossido nitrico sintasi inducibile attraverso 1’attivazione dei recettori PPARYy;
I’inibizione di fosfoinositide 3-chinasi (PI3-kinase), tirosina chinasi, NF-kB e c-JUN e
I’attivazione di enzimi antiossidanti detossificanti di fase Il, MAPKSs, protein-chinasi C
(PKC), serina/treonina protein-chinasi Akt/PKB, cosi come la modulazione di diversi geni per

la sopravvivenza cellulare/ciclo cellulare (Santangelo C. et al., 2007).
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2 SCOPO DEL LAVORO
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L’intestino, essendo un sito di interfaccia tra interno dell’organismo ed ambiente esterno, &
costantemente esposto agli ossidanti derivati dalla dieta, oltre che alle specie reattive e
ossidanti di derivazione endogena.

Fra gli agenti ossidanti sono particolarmente rilevanti i prodotti di ossidazione del colesterolo,
gli ossisteroli, che, oltre ad essere generati endogenamente, possono essere introdotti con la
dieta in quanto presenti in diversi alimenti.

Gli ossisteroli svolgono importanti funzioni fisiologiche ma mostrano anche diversi effetti
dannosi tra i quali citotossicita, induzione della morte cellulare per apoptosi 0 necrosi,
cancerogenicita ed effetti pro-ossidanti e pro-inflammatori. Recentemente & stata suggerita
un’associazione di questi composti con lo sviluppo delle IBD e con un aumento del rischio di
sviluppare vari tipi di tumore a livello gastrointestinale.

L’intestino possiede diversi meccanismi di difesa che possono talvolta non essere sufficienti a
contrastare 1’attacco cui la mucosa intestinale ¢ continuamente esposta. L’introduzione con la
dieta di sostanze antiossidanti coadiuva le difese endogene. Tra questi antiossidanti i
polifenoli, presenti in verdura, frutta e bevande come il vino, sono quelli piu abbondanti.
Generalmente, i composti fenolici sono poco assorbiti, largamente metabolizzati e raramente
raggiungono concentrazioni ematiche di rilievo. La maggior parte rimane a livello intestinale,
dove é verosimile che svolgano principalmente la loro azione protettiva.

Lo scopo di questo lavoro e stato quello di valutare 1’azione protettiva a livello intestinale
della frazione fenolica di vini ottenuti da vitigni caratteristici della Sardegna, il Cannonau
(rosso) e il Vermentino (bianco), nei confronti dell’effetto tossico, pro-ossidante e pro-
inflammatorio, esplicato dagli ossisteroli.

Dati ottenuti precedentemente nei nostri laboratori hanno dimostrato un’attivita antiossidante
degli estratti fenolici dei vini e delle uve Cannonau e Vermentino sia in sistemi sperimentali
cell free che in colture cellulari sottoposte a stress ossidativo.

Per valutarne I’azione antiossidante ed anti-inflammatoria a livello intestinale, gli estratti
fenolici sono stati testati utilizzando una coltura di cellule intestinali umane, le Caco-2, che,
una volta differenziate, presentano caratteristiche morfologiche e funzionali di cellule di
intestino tenue, sono, infatti, polarizzate con microvilli.

Il danno ossidativo e stato indotto trattando le cellule con una miscela di ossisteroli
rappresentativa di quanto puo essere ingerito con la dieta, che comprende 7-chetocolesterolo,

5a,60-epossicolesterolo, 5B,6B-epossicolesterolo, 7a-idrossicolesterolo e 7B-
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idrossicolesterolo; sono state valutate la morte cellulare, e la quantita di malonildialdeide
(MDA) prodotta come indicatore di danno ossidativo.

Per avere un quadro piu completo dell’azione pro-ossidante della miscela e dell’effetto degli
estratti fenolici abbiamo valutato i cambiamenti dello stato redox cellulare; abbiamo
determinato 1’attivita della glutatione perossidasi e la variazione della concentrazione di GSH.
Infatti, le cellule Caco-2 differenziate possiedono, come le cellule intestinali, tutti gli enzimi
antiossidanti che metabolizzano i radicali dell’ossigeno: superossido dismutasi, glutatione
perossidasi, glutatione reduttasi e catalasi.

E stato riportato che nelle cellule Caco-2 differenziate la medesima miscela di ossisteroli & in
grado di promuovere la generazione di ROS mediante la modulazione dell’attivita
dell’isoforma colonica della NOX, la NOX1.

Abbiamo quindi valutato la capacita degli estratti fenolici di vino di inibire nelle nostre
condizioni sperimentali la generazione di ROS e I’attivita della NOX1.

Nelle cellule Caco-2 differenziate é stata, inoltre, valutata la capacita anti-inflammatoria della
frazione fenolica presente nel vino in termini di produzione di due importanti citochine pro-
inflammatorie attivate dalla miscela di ossisteroli: IL-6 e IL-8.

E stato precedentemente dimostrato che la medesima miscela di ossisteroli era in grado di
indurre 1’espressione e la sintesi di IL-8 mediante attivazione della NOX1 e conseguente
aumento di ROS.

Concentrazioni moderate di ROS intracellulari, possono agire come secondi messaggeri
nell’attivare molecole di trasduzione del segnale sensibili alle alterazioni dello stato redox,
quali le MAPKSs ed il fattore di trascrizione NF-kB, principalmente coinvolto nella risposta
inflammatoria. Contrariamente a quanto riportato per altri tipi cellulari, ad oggi non sono
chiare le vie di segnale attivate dagli ossisteroli nelle cellule intestinali. Inoltre, & sempre piu
affermato il concetto che i polifenoli possano agire modulando le diverse vie di segnalazione
cellulare ed, attraverso queste, esplicare i loro effetti benefici. Abbiamo, quindi, voluto
valutare quali fossero le MAPKSs elettivamente attivate dalla miscela di ossisteroli nelle Caco-

2 differenziate e come gli estratti fenolici del vino potessero interferire nella loro induzione.
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3 MATERIALI E METODI
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3.1 Reagenti e sostanze chimiche

Tutti i solventi utilizzati, a grado di purezza analitica, sono stati acquistati dalla Merck
(Darmstadt, Germania).

Il 5-cholesten-3p,7a-diolo  (7a-idrossicolesterolo) e il 5-cholesten-3pB,7p-diolo  (7f-
idrossicolesterolo) sono stati acquistati dalla Avanti Polar Lipids (Alabaster, Alabama, USA).
Il 5-colesten-3B-ol-7-one (7-chetocolesterolo), il cholesterol 5a,60-epoxide (5a,60-
epossicolesterolo), il cholesterol 5B,63-epoxide (5pB,63-epossicolesterolo), il Neutral red,
I’acido tiobarbiturico (TBA), 1’acido tricloroacetico (TCA), l'acido 2- N-morfolino
ethansulfonico monoidrato (MES), l'acido meta-fosforico (MPA), il tris (idrossimetil)
aminometano cloridrato (tris-HCI), l'acido etilendiaminotetracetico (EDTA), il ditiotreitolo
(DTT), la 2',7-Diclorofluorescina diacetato, il Diphenyleneiodonium (DPI) e il reagente
Breadford sono stati acquistati dalla Sigma Aldrich (Milano, Italia).

L’1,1,3,3- tetraetossipropano (TEP) e stato acquistato dalla Fluka (AG, Svizzera).

| kits per la misura della glutatione perossidasi “Glutathione Peroxydase Assay kit” e del
glutatione “Glutathione Assay kit” sono stati acquistati dalla Cayman Chemical Company
(Ann Arbor, USA).

Il kit per I’estrazione delle proteine di membrana “Mem-PER Eukaryotic Membrane Protein
Extraction Reagent Kit” € stato acquistato dalla Thermo Scientific (Rockford, IL, USA).

I kits per la misura delle interleuchine 6 e 8 “Human IL-6 ELISA Kit” e “Human IL-8 ELISA
Kit” sono stati acquistati dalla Gen-probe (France).

La Sepharose Protein A ¢ stata acquistata dalla GE Healthcare (Milano, Italia).

Il reagente ECL e gli anticorpi primari anti-phospho-ERK1/2 e anti-total-ERK1/2 sono stati
acquistati dalla Merck Millipore (Vimodrone, Milano, Italia); gli anticorpi primari anti-
phospho-JNK, anti-total-JNK, anti-phospho-p38, anti-total-p38, anti-Nox1 e gli anticorpi
secondari anti-mouse e anti-rabbit dalla Santa Cruz (Tebu-Bio s.r.I, Magenta, Milano, Italia);
I’anticorpo primario anti-NoxA1l dalla Abcam (Cambridge, MA,USA).

| film ECL e le membrane di nitrocellulosa sono state acquistate dalla Amersham Biosciences
(Chalfont St. Giles, UK).

I gel, i marker di peso molecolare, il materiale per la corsa elettroforetica e I’immunoblotting
sono stati acquistati dalla Invitrogen (Milano, Italia).

Tutti gli altri reagenti e prodotti chimici sono stati utilizzati al piu elevato grado di purezza.

72



3.2 Apparecchiature

Microscopio Leica (Darmstadt, Germania).

Incubatore ad anidride carbonica con camicia ad H,O, Steri-cycle CO, incubator,
model 371, Thermo Fisher scientific (USA).

Cappa a flusso laminare Bluebeam 4, Blueair srl. (Capriolo BS, Italia).

Bagno termostatico Memmert modello D-91126, Schwabach FRG (Germania).
Lettore di micropiastre (Plate Reader) Infinite 200, Tecan (Salzburg, Austria).
Centrifuga Medifiger BL-S, Selecta S.A. (Barcellona, Spagna).

Blocco termostatico Stuart Scientific (Redhill, Surrey, Regno Unito).

Bagno termostatico GFL modello D 3006 Vismara (Burgwedel, Germania).

Sistema HPLC-DAD serie 1050, Hewlett Packard (Palo Alto, California).

Colonna C-8 a fase inversa, Zorbax Eclipse XDB-C8, 150x4.6 mm, 5um.

Centrifuga lec MicroCL 17R, Thermo Scientific (Langenselbold, Germania).
Microscopio confocale laser (LSM 510, Carl Zeiss SpA, Arese, Milano, Italia), dotato
di un obiettivo 40x/0,75.
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3.3 Preparazione degli estratti fenolici di vino

Gli estratti fenolici di vino sono stati preparati e caratterizzati dal Dott. Carlo Tuberoso del
Dipartimento di Scienze della Vita e dell’Ambiente, con una metodica di estrazione simile a
quella descritta da Hollecker et al. (Hollecker L. et al., 2009), utilizzando campioni di vino
gentilmente donati dalle Cantine Argiolas.

100 ml di vino sono stati sottoposti ad estrazione liquido/liquido in imbuto separatore per 4
volte con 40 ml di EtOAc. Dopo aver allontanato il solvente con il rotavapor, il residuo
ottenuto e stato solubilizzato in 3 ml di MeOH e filtrato su filtro millipore 0,2 um. Da questa
soluzione sono stati prelevati 0,5 ml per le analisi su HPLC/MS e il resto dell’estratto é stato
portato a secco in evaporatore rotante. Il residuo e stato mantenuto una notte sotto vuoto
spinto.

La composizione degli estratti di vino utilizzati e riportata in Tabella 1 (antociani, presenti

solo nel vino Cannonau) e in Tabella 2 (flavonoidi e non flavonoidi).

ng/mg estratto
Delfinidina-3-O-glucoside 0.03
Cianidina-3-O-glucoside <0.01
Petunidina-3-O-glucoside 0.12
Peonidina-3-O-glucoside 0.18
Malvidina-3-O-glucoside 4.74
Delfinidina-3-O-acetilglucoside 0.01
Cianidina-3-O-acetilglucoside <0.01
Petunidina-3-O-acetilglucoside 0.01
Delfinidina-3-O-p-cis-cumarilglucoside <0.01
Cianidina-3-O-p-cis-cumarilglucoside <0.01
Peonidina-3-O-acetilglucoside 0.08
Delfinidina-3-O-p-trans-cumarilglucoside 0.05
Malvidina-3-O-cis-caffeoilglucoside <0.01
Malvidina-3-O-acetilglucoside 1.73
Cianidina-3-O-p-trans-cumarilglucoside 0.03
Malvidina-3-O-trans-caffeoilglucoside 0.12
Petunidina-3-O-p-cumarilglucoside 0.15
Peonidina-3-O-cis-p-cumarilglucoside <0.01
Malvidina-3-O-cis-p-cumarilglucoside <0.01
Peonidina-3-O-trans-p-cumarilglucoside 1.30
Malvidina-3-O-trans-p-cumarilglucoside 14.82
Totale 23.39

Tabella 1 Concentrazione degli antociani, espressi in pg/mg di estratto, presenti nell’estratto di vino
Cannonau.
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vino Cannonau ] vino Vermentino
Composto
ug/mg estratto ug/mg estratto
Fenoli non flavonoidi
Acidi idrossibenzoici
Acido gallico 11,316 0,384
Acido protocatecuico <0,01 <0,01
Acido 4-OH-benzoico <0,01 <0,01
Acido vanillico <0,01 <0,01
Acido siringico 0,282 <0,01
Acido sinapico <0,01 <0,01
Etil gallato 2,402 0,087
Metil gallato <0,01 <0,01
Acidi idrossicinnamici
Acido trans-caffeico 8,519 0,670
acido trans-p-cumarico 1,542 0,162
Acido trans-ferulico 0,118 <0,01
Acido trans-caftarico * 16,370 2,373
Acido trans-cutarico * 26,980 0,921
Acido trans-fertarico * 14,375 3,369
Stilbeni
trans-resveratrolo 0,333 0,010
t-resveratrolo-3-O-glucoside** 0,505 0,074
cis-resveratrolo-3-O-glucoside** <0,01 <0,01
cis-resveratrolo* 0,398 0,035
Fenoli non flavonoidi TOTALI 83,139 8,085
Fenoli flavonoidi
Flavanoli
Catechina 8,665 0,661
Epicatechina 3,470 0,252
Epicatechina gallato <0,01 <0,01
Procianidina B1 7,531 0,159
Procianidina B2 1,673 0,065
Procianidina trimero 1+2+3 ** 1,311 0,025
Procianidina 1 ** 0,405 <0,01
Procianidina dimero 142 ** <0,01 <0,01
Procianidina trimero 4 ** 0,708 0,013
Procianidina trimero 5 ** 0,001 <0,01
Procianidina dimero 3 ** <0,01 <0,01
Procianidina 2 ** 0,415 0,023
Procianidina trimero 6 ** < 0,01 <0,01
Procianidina dimero 4 ** <0,01 <0,01
Procianidina 3 ** 0,098 <0,01
Procianidina trimero 7 ** 0,021 <0,01
Procianidina dimero 5 ** <0,01 <0,01
Procianidina dimero 6 ** 0,022 <0,01
Flavonoli
Quercetina-3-O-galattoside <0,01 <0,01
Rutina 0,009 <(0,01
Quercetina-3-O-glucoside 0,030 <0,01
Quercetina-3-O-ramnoside 0,029 <0,01
Kampferolo-3-O-glucoside <0,01 <0,01
Isoramnetina-3-O-rutinoside 0,017 <0,01
Miricetina 4,308 0,197
Quercetina 4,069 0,606
Kampferolo 1,677 <0,01
Miricetina-3-O-glucuronide *** 0,066 <0,01
Miricetina-3-O-glucoside *** 0,983 < 0,01
Astilbina *** 0,302 0,040
Quercetina-3-O-glucuronide *** 1,600 <0,01
Kampferolo-3-O-galattoside *** 0,018 <0,01
Fenoli flavonoidi TOTALI 37,429 2,039
TOTALE [ 120569 | 10,124

(*) mg equivalenti di Acido gallico
(**) mg equivalenti di Procianidina B2
(***) mg equivalenti di Quercetina-3-O-glucoside

Tabella 2 Concentrazione dei flavonoidi e non flavonoidi, espressi in ug/mg di estratto, presenti negli
estratti di vino Cannonau e vino Vermentino.
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3.4 Colture cellulari

La linea cellulare Caco-2 ¢ stata acquistata dalla ECACC (Salisbury, Witshire Regno Unito).
Il terreno Dulbecco's modified eagle medium (D-MEM), il siero fetale bovino, la soluzione
penicillina-streptomicina, il Phosphate-Buffered Saline (PBS) e la trispina-EDTA sono stati

acquistati dalla Invitrogen (Milano, Italia).

3.4.1 Mantenimento delle colture cellulari

Le cellule CaCo-2 sono state coltivate in fiasche di coltura T-75 in 20 ml di terreno D-MEM
contenente il 10% di siero fetale bovino, 1’1% di soluzione penicillina (100 U/ml)-
streptomicina (100 pg/ml). Le subcolture sono state preparate staccando le cellule con una
soluzione all'1% di trispina-EDTA e mantenute in coltura a 37°C, in un’atmosfera al 5% di
CO,.

In vista dei trattamenti, le cellule sono state seminate in piastre da 24 pozzetti (0,5 ml) ad una
densita di 1x10° cellule/ml, in piastre da 6 pozzetti (2 ml) e in piastre petri da 3 cm di
diametro (2 ml) con densita 5x10* cellule/ml, in piastre petri da 9 cm di diametro (10 ml) con
densita 1x10° cellule/ml e in fiasche T25 (5ml) ad una densita di 25x10” cellule/ml.

Le cellule sono state mantenute in coltura e fatte crescere e differenziare per 20-22 giorni,

sostituendo il terreno di coltura due o tre volte alla settimana.
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3.5 Citotossicita nelle cellule Caco-2 differenziate

Per valutare la citotossicita della miscela di ossisteroli e la capacita degli estratti fenolici di
vino Cannonau e Vermentino di proteggere le cellule intestinali Caco-2 differenziate dalla
citotossicita indotta dagli ossisteroli, le cellule sono state coltivate in piastre da 24 pozzetti
con terreno di coltura completo. In una prima serie di esperimenti, dopo aver raggiunto la
confluenza ed essersi differenziate, il terreno é stato sostituito con terreno completo al 2,5 %
di siero e le cellule sono state incubate per 24 ore a 37°C con concentrazioni crescenti (7,5-
480 uM) della miscela di ossisteroli in etanolo; un equivalente volume di etanolo € stato
aggiunto nelle cellule di controllo.

La composizione percentuale della miscela di ossisteroli utilizzata era 7-chetocolesterolo (7K)
42,96%, Sa-6a-epossicolesterolo (a-epossi) 32,3%; 5B-6B-epossicolesterolo (B-epossi) 5,76%;
7a-idrossicolesterolo (7a-OH) 4,26% ¢ 7B-idrossicolesterolo (78-OH) 14,71% (Plat J. et al.,
2005). La concentrazione della miscela di ossisteroli e stata calcolata usando un peso
molecolare medio di 403 g/mol (Biasi F. et al., 2013a).

In un’altra serie di esperimenti, dopo aver raggiunto la confluenza ed essersi differenziate, le
cellule sono state incubate per 24 ore a 37°C con quantita crescenti (2,5-25 pg/ml) degli
estratti fenolici di vino Cannonau e Vermentino in soluzione metanolica; un equivalente
volume di metanolo é stato aggiunto nelle cellule di controllo.

Dopo sostituzione del terreno con terreno completo al 2,5 % di siero, le cellule sono state
incubate con la concentrazione di 240 puM della miscela di ossisteroli (0 un equivalente
volume di etanolo nel gruppo dei controlli) a 37°C per ulteriori 24 ore. Successivamente ¢
stato prelevato il terreno per effettuare la valutazione della capacita antiossidante dei
composti, attraverso la misura del’MDA mediante il test del TBARS. Dopo un’ulteriore
sostituzione del terreno e stata valutata la vitalita cellulare mediante il test del Neutral Red.

3.5.1 Metodica del Neutral Red.
Il test del Neutral Red € un metodo colorimetrico che misura la vitalita cellulare attraverso
I'assorbimento del colorante Neutral Red (Basic Red 5, Toluylene Red) (Borenfreund E. and

Puerner J.A., 1984). Le cellule vitali sono in grado di assorbire il colorante per trasporto

attivo e incorporarlo nei lisosomi; le cellule non vitali, invece, non sono in grado di farlo.
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L'incorporazione del colorante nelle cellule dipende dal loro numero e dal loro stato
fisiologico.

Dopo il pretrattamento con gli estratti e/o il trattamento con la miscela di ossisteroli, le cellule
sono state incubate per 30 minuti a 37°C in presenza di una soluzione di Neutral Red 0,33%
in PBS, pari al 10% del volume del mezzo di coltura (50 pl in 500 pl di terreno).

Al termine dell’incubazione il terreno ¢ stato eliminato, le cellule sono state lavate con PBS
ed e stato aggiunto 1 ml della soluzione di solubilizzazione (CH3COOH 1%, H,O 49% ed
EtOH 50%), che ha permesso di liberare il colorante incorporato dalle cellule. Si e quindi

proceduto alla lettura spettrofotometrica a 540 nm.
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3.6 Determinazione della produzione di malonildialdeide (MDA)

3.6.1 Metodica del TBARS.

Come indice del danno ossidativo e stata considerata la formazione di malonildialdeide
(MDA). L’MDA ¢ stata misurata mediante il test del TBARS, con lettura in HPLC, secondo il
metodo descritto da Templar et al (Templar J. et al., 1999) lievemente modificato.

Ad un’aliquota di 400 pl di terreno, prelevata al termine del periodo di incubazione con la
miscela di ossisteroli, come precedentemente descritto, sono stati aggiunti 100 pl di TCA al
10%. | campioni sono stati agitati e fatti riposare per 20 minuti, al termine dei quali sono stati
aggiunti 200 pl di TBA allo 0,6%. Successivamente i campioni sono stati agitati e quindi
incubati a 90°C per 45 minuti per favorire la formazione dell’addotto MDA-TBA che
sviluppa una colorazione rosa.

Dopo raffreddamento a 0°C sono stati centrifugati per 10 minuti a 12000 rpm, e 50 ul di
surnatante sono stati iniettati in HPLC. La curva standard é stata preparata usando una
soluzione di tetraetossipropano (TEP), utilizzando un range di concentrazioni compreso tra
0,05 e 10uM.

3.6.2 Analisi in HPLC

La quantificazione dell’MDA ¢ stata eseguita in HPLC con un rivelatore a serie di diodi. I
campioni sono stati analizzati utilizzando una colonna C-8 a fase inversa e come fase mobile
una miscela costituita dal 65% di KH,PO, 50 mM a pH 7 e dal 35% di MeOH, ad un flusso di
1 ml/minuto.

L’addotto MDA-TBA ¢ stato rivelato a 532 nm e quantificato utilizzando una curva di

calibrazione lineare, con un coefficiente di correlazione > 0,995.
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3.7 Valutazione dell’attivita della glutatione perossidasi (GPx)

GPX
ROOH + 2GSH ROH + GSSG + H,0

GR
GSSG + NADPH + H° 2GSH + NADP*

Figura 2 Schema riassuntivo dell'attivita della GPx e della glutatione reduttasi (GR).

Per la misura della GPx é stato utilizzato un kit commerciale, che si basa sulla determinazione
spettrofotometrica del NADP®, generato nella miscela di reazione secondo le reazioni
riportate in Figura 2.

Per I'analisi della GPx le cellule sono state seminate in piastre da 6 pozzetti e fatte crescere
per circa 20 giorni. In seguito, in una prima serie di esperimenti le cellule sono state trattate
con la miscela di ossisteroli 240 uM per diversi tempi (6-36 ore), mentre in un’altra serie di
esperimenti sono state pre-trattate 30 minuti con quantita crescenti degli estratti (5-25 pg/ml)
e successivamente trattate con la miscela di ossisteroli 240 uM per 18 ore, in terreno completo
al 2,5 % di siero. Al termine del periodo di incubazione é stato eliminato il terreno, le cellule
sono state lavate con PBS per poi essere staccate con 1 ml di PBS e centrifugate a 1700 x g
per 10 minuti a 4°C. Il pellet cellulare ottenuto € stato risospeso con un buffer freddo
costituito da Tris-HCI (50 mM), EDTA (5 mM) e DTT (1 mM). | campioni sono stati poi
agitati e centrifugati a 10.000 x g per 15 minuti a 4 °C. Il surnatante ottenuto € stato rimosso e
utilizzato per effettuare I'analisi dell'attivita enzimatica tramite il kit commerciale.

La lettura e stata effettuata al plate-reader utilizzando la lunghezza d’onda di 340 nm.
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3.8 Determinazione del glutatione (GSH)

La quantificazione del GSH é stata effettuata per reazione tra i gruppi sulfidrilici del GSH e il
DTNB (acido 5,5'-ditio-bis-2-nitrobenzoico), mediante un kit commerciale, che prevede la
determinazione spettrofotometrica del composto ottenuto, il TNB (acido 5-tio-2
nitrobenzoico).

Per questo test, le cellule Caco-2 sono state seminate in piastre petri da 9 cm di diametro e
dopo circa 20 giorni utilizzate per i trattamenti. In una prima serie di esperimenti le cellule
sono state trattate con la miscela di ossisteroli 180 uM per diversi tempi (30 minuti-24 ore). In
un’altra serie di esperimenti le cellule sono state pre-trattate con quantita crescenti degli
estratti in soluzione metanolica (5-25 pg/ml) in terreno completo al 2,5 % di siero per 30
minuti. Al termine del pre-trattamento le cellule Caco-2 sono state trattate con la miscela di
ossisteroli (180 uM in EtOH) per 30 minuti. In seguito & stato eliminato il terreno dai pozzetti
ed é stato effettuato un lavaggio con PBS. Le cellule sono state staccate con il cell scraper
con 1 ml di PBS, raccolte in eppendorf e centrifugate a 1700 x g per 10 minuti a 4 °C. Dopo
I'eliminazione del surnatante, al pellet cellulare € stato addizionato 1,5 ml di buffer freddo (50
mM di MES a pH 6-7 e 1 mM di EDTA).

| campioni sono stati agitati e sonicati per 10 minuti e, in seguito, centrifugati a 10.000 x g per
15 minuti a 4 °C. Successivamente sono stati prelevati 600 pl di surnatante, a cui sono stati
aggiunti 600 pl di reagente MPA per la deproteinizzazione del campione.

Questa procedura e stata effettuata per diminuire la concentrazione delle proteine nel
campione che potrebbero falsare il risultato per la presenza dei loro gruppi sulfidrilici.

Dopo questa procedura, i campioni sono stati centrifugati e il surnatante ottenuto e stato
utilizzato per effettuare I'analisi del GSH tramite il kit commerciale.

La lettura e stata effettuata al plate-reader utilizzando la lunghezza d’onda di 405 nm.
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3.9 Determinazione della produzione di specie reattive dell’ossigeno (ROS)

E stata valutata la capacita degli estratti fenolici di vino Cannonau e Vermentino di inibire la
formazione di ROS indotta dalla miscela di ossisteroli nelle cellule intestinali Caco-2.

Il metodo utilizzato si basa sulle capacita dei ROS di modificare I’assorbanza o le proprieta
fluorescenti di uno specifico substrato, come la 2,7-diclorofluoresceina diacetato (DCFH-
DA).

DCFH-DA —— DCFH-——

2’,7’-dichlorofluorescin diacetate

o o
CH3-C- 0. , O-C-CH3
Cc ~Cl 2°,7’-dichlorofluorescin
COOH
H O, OH
C( Fluorescent
Cellular Esterases C ~Cl
__. COOH 2’ 7’-dichlorofluorescein
Hydrolysis 0 HO o o
H,0,
—T Cl H (o]
ﬂ
DCEH-DA Oxidation COOH

D N
Figura 3 Schema relativo alla emissione di fluorescenza della DCFH-DA in seguito ad ossidazione ad

opera dei ROS (in particolare H,0,) intracellulari.

La DCFH-DA ¢ una molecola non polare che diffonde facilmente all’interno delle cellule e
viene idrolizzata dalle esterasi intracellulari, che ne rimuovono i gruppi acetati, rendendola

polare e quindi impermeabile. 1l nuovo composto polare DCFH viene ossidato a livello
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intracellulare dai ROS dando origine alla formazione di DCF (2,7-diclorofluoresceina), una
molecola altamente fluorescente che emette ad una lunghezza d’onda di 532 nm (Figura 3)
(Hipler U.C. et al., 2002). Dati recenti indicano che 1’ossidazione di DCFH ¢ dovuta
principalmente al perossido di idrogeno o a perossidasi a basso peso molecolare, entrambi
generati dalle cellule; per questo motivo I’intensita di fluorescenza emessa viene considerata
proporzionale alla quantita di H,O, prodotta dalle cellule.

Nel nostro sistema sperimentale le cellule Caco-2 sono state seminate in piastre petri da 3 cm
di diametro e fatte crescere e differenziare per 20-22 giorni in terreno completo.
Successivamente le cellule sono state pre-trattate per 1 ora a 37°C con la concentrazione di
25pg/ml degli estratti fenolici di Cannonau e Vermentino, utilizzando terreno completo al
2,5% di siero. In seguito e stata addizionata la miscela di ossisteroli (60 uM in EtOH) per 30
minuti a 37 °C. Successivamente il terreno e stato eliminato e sostituito con il PBS. In seguito
e stata addizionata la DCFH-DA (10 pM in EtOH). Dopo 30 minuti di incubazione a 37°C il
PBS é stato eliminato e sostituito con PBS per effettuare la lettura al microscopio confocale,

utilizzando la lunghezza d’onda di eccitazione 488 nm e di emissione 515 nm.
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3.10 Valutazione dell’attivita della NADPH OSSIDASI 1 (NOX1)

La modulazione da parte degli estratti fenolici di vino Cannonau e Vermentino dell’attivita
della NADPH ossidasi 1 (NOX1) indotta dalla miscela di ossisteroli € stata valutata in cellule
Caco-2 differenziate.

Le cellule sono state seminate in fiasche T 25 e fatte crescere e differenziare per 20-22 giorni
in terreno completo. Successivamente sono state pre-trattate per 1 ora con gli estratti fenolici
di vino (25 pg/ml) e trattate con la miscela di ossisteroli (60 uM) per 30 minuti in terreno
completo al 2,5% di siero. Al termine del trattamento le cellule sono state staccate con la
tripsina, raccolte mediante centrifugazione a 1000 rpm per 10 minuti e lavate con PBS. Dopo
ulteriore centrifugazione a 1000 rpm per 10 minuti il surnatante € stato eliminato e il pellet &
stato utilizzato per effettuare 1’estrazione delle proteine di membrana mediante 1’utilizzo di un
Kit.

Dopo aver quantificato le proteine utilizzando la metodica del Bradford (Bradford M.M.,
1976), 100ug delle proteine di membrana sono state immunoprecipitate overnight a 4°C con
I’anticorpo anti-Nox1 e successivamente purificate con la Sepharose Protein A. | campioni
sono stati denaturati in Laemmli buffer bollente [Tris-HCI 200 mM pH 7.4, glicerolo 36%
(v/v), SDS 7% (p/v), 2-mercaptoetanolo 1 M, blu di bromofenolo 0,1% (p/v)], separati
mediante SDS-PAGE (gel di acrilamide 10%) e successivamente trasferite su una membrana
di nitrocellulosa. Dopo la saturazione dei siti di legame aspecifici con latte magro in polvere
al 5% in TBS/Tween 0,05% (p/v), la membrana e stata incubata overnight a 4°C con
I’anticorpo primario anti-NoxA1 (1:200) e successivamente con ’anticorpo secondario HRP-
coniugato anti-mouse (1:1000). La chemiluminescenza ¢ stata rilevata mediante 1’utilizzo del
kit ECL-plus.

Per I’analisi densitometrica ¢ stato utilizzato il software ImageJ. Il peso molecolare delle
bande e stato determinato in rapporto ai markers di peso molecolare separati

elettroforeticamente insieme ai campioni.
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3.11 Valutazione della sintesi di interleuchina 6 (IL-6) e interleuchina 8 (IL-
8)

Per valutare la modulazione della sintesi delle interleuchine 6 e 8 indotta dalla miscela di
ossisteroli e la capacita degli estratti fenolici di vino Cannonau e Vermentino di prevenire
questo effetto nelle cellule intestinali Caco-2 differenziate, le cellule sono state seminate in
fiasche T 25 e fatte crescere e differenziare per 20-22 giorni in terreno completo.

In una prima serie di esperimenti le cellule sono state trattate per 24 ore a 37°C con la miscela
di ossisteroli (30 0 60 uM) o con un corrispondente volume di etanolo (controlli). In un’altra
serie di esperimenti le cellule sono state incubate per 30 minuti in presenza di DPI (5 uM) e
successivamente trattate con la miscela di ossisteroli (60 uM) per 24 ore. Infine, in un’altra
serie di esperimenti le cellule sono state pretrattate per 1 ora con gli estratti fenolici (25
ug/ml) e trattate per 24 ore con la miscela di ossisteroli (60 uM). Al termine del trattamento il
terreno é stato prelevato e centrifugato a 140 x g per 10 minuti e il surnatante e stato utilizzato
per quantificare i livelli di IL-6 e IL-8 mediante kit ELISA.

La lettura é stata effettuata mediante un lettore di micropiastre leggendo 1’assorbanza alla
lunghezza d’onda di 450 nm e utilizzando come riferimento 1’assorbanza alla lunghezza
d’onda di 550 nm.

| valori ottenuti sono stati analizzati mediante un programma per la statistica SlideWrite Plus
software (Advanced Graphics Software).

La concentrazione delle proteine totali e stata misurata utilizzando la metodica del Bradford
(Bradford M.M., 1976).
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3.12 Modulazione dei segnali intracellulari

3.12.1 Trattamento delle cellule

Le cellule sono state seminate in piastre multipozzetto da 6 e fatte crescere e differenziare per
20-22 giorni in terreno completo. In una prima serie di esperimenti le cellule sono state
incubate con la miscela di ossisteroli 60 M per diversi tempi (30 minuti-4 ore). In una serie
successiva di esperimenti sono state pretrattate con gli estratti di Cannonau e Vermentino
(25pug/ml) per 1 ora a 37°C e trattate per 2 ore con la miscela di ossisteroli 60 uM in terreno

completo al 2,5% di siero.

3.12.2 Estrazione e quantificazione delle proteine

Dopo il periodo di incubazione le cellule sono state lisate dall’aggiunta di 200 pl di una
soluzione tampone per 1’estrazione delle proteine (Tris base 50 mM, Triton X-100 (1:100
viv), EDTA 2 mM, EGTA 2 mM, NaCl 150 mM, cocktail di inibitori delle proteasi (1:100
v/v), PMSF 0,5 mM, Sodio orto vanadato 1mM, Sodio pirofosfato 5 mM e Sodio fluoride 50
mM). Le cellule lisate sono state raccolte, incubate in ghiaccio per 45 min e centrifugate a
12000 rpm a 5°C per 5 min ed e stato recuperato il surnatante. Per la quantificazione delle
proteine nei lisati é stato utilizzato il metodo di Bradford (Bradford M.M., 1976) e la tecnica
di Western blotting.

Per la determinazione di ERK sono stati utilizzati 20 ug di proteine, mentre, nel caso di JINK e
p38, 50 ug di proteine sono state immunoprecipitate overnight a 4°C con I’anticorpo primario
anti-JNK o anti-p 38 o/ e successivamente purificate con la Sepharose Protein A.

I campioni sono stati incubati per 10 min a 70°C in presenza di una soluzione tampone
denaturante (Tris base 62.5 mM pH 6.8, SDS 2%, 2-mercaptoetanolo 5%, glicerolo 10% e blu
di bromofenolo 0,0025%), separate mediante elettroforesi su gel di SDS-acrilamide (10% per
ERK, 12% per JNK, 10% per p38) e successivamente trasferite su una membrana di
nitrocellulosa. Dopo saturazione dei siti di legame aspecifici con latte al 5% in TBS/Tween
0,05% (p/v), le membrane sono state incubate con anticorpi anti-MAP chinasi: phospho ERK
1/2 (1:2000, overnight 4°C), total ERK1/2 (1:2000, overnight 4°C), phospho JNK (1:500, 2h a
temperatura ambiente), total INK (1:500, 2h a temperatura ambiente), phospho p38 (1:500, 2h
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a temperatura ambiente), total p38 (1:500, 2h a temperatura ambiente) in TBS/Tween 0,05%
(p/v) contenente 5% di latte in una piastra rotante. Successivamente sono state incubate con
I’anticorpo secondario HRP-coniugato anti-mouse (1:1000 per phospho JNK; 1:5000 per
phospho p38; 1:4000 per total p38 2 ore a temperatura ambiente) o anti-rabbit (1:2000, 45
min a temperatura ambiente per phospho e total ERK; 1:1000 per total JNK 1 ora a
temperatura ambiente) in TBS/Tween 0,05% (p/v) contenente 5% di latte in una piastra
rotante. Per la rilevazione della chemiluminescenza é stato utilizzato il kit ECL-plus.

Le bande sono state analizzate utilizzando il software Imageld. 1l peso molecolare delle bande
e stato determinato in rapporto ai markers di peso molecolare separati elettroforeticamente

insieme ai campioni.
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3.13 Analisi statistiche

L’analisi statistica e stata effettuata utilizzando le medie + deviazione standard, tramite il
programma GraphPAD INSTAT (GraphPAD software; San Diego, Ca, USA), di valori
ottenuti per ciascun gruppo in almeno tre esperimenti indipendenti. Per determinare se le
differenze misurate tra i diversi gruppi fossero significative, ¢ stata effettuata 1’analisi della

varianza “one way ANOVA”.
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4 RISULTATI
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4.1 CITOTOSSICITA’ DELLA MISCELA DI OSSISTEROLI E
ATTIVITA> PROTETTIVA DEGLI ESTRATTI FENOLICI Dl
VINO

Le colture cellulari di Caco-2 differenziate sono state utilizzate per valutare I’attivita
citotossica della miscela di ossisteroli e testare 1’attivita protettiva degli estratti fenolici di
vino Cannonau e Vermentino.

La vitalita cellulare e stata misurata mediante il test del Neutral Red ed espressa come

percentuale di vitalita rispetto al controllo (100% di vitalita).
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Figura 4 Percentuale di vitalita rispetto al controllo delle cellule Caco-2 incubate per 24 ore in
presenza di diverse concentrazioni (7,5-480 uM) della miscela di ossisteroli.
a=p<0,001 e b=p<0,01 verso il controllo (n=12)

In Figura 4 viene mostrata la percentuale di vitalita di cellule Caco-2 incubate per 24 ore con
concentrazioni crescenti della miscela di ossisteroli (7,5-480 uM). In presenza della miscela,
si puo osservare una diminuzione della percentuale di vitalita rispetto al controllo che risulta

significativa solo ad alte concentrazioni a partire da 240 uM.
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Figura 5 Percentuale di vitalita rispetto al controllo delle cellule Caco-2 pretrattate per 24 ore con
diverse quantita (2,5-25 pg/ml) di estratto fenolico di vino Cannonau (A) o di vino Vermentino (B) e
trattate per 24 ore con la miscela di ossisteroli (240 uM).

***=p<0,001 verso il controllo; b=p<0,01 e c=p<0,05 verso I’ossidato (Oxy) (n=12)
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Per valutare la capacita protettiva degli estratti fenolici di vino, le cellule sono state quindi
pretrattate con quantita crescenti (2,5-25 pg/ml) non citotossiche (dati non mostrati) di
estratto fenolico di vino Cannonau o di vino Vermentino per 24 ore e trattate con la miscela di
ossisteroli (240uM) per altre 24 ore.

L’estratto fenolico di Cannonau € stato in grado di inibire significativamente la citotossicita
degli ossisteroli a partire dalla quantita di 10 ug/ml (Figura 5A), mentre 1’estratto fenolico di

vino Vermentino a partire dalla quantita di 5 ug/ml (Figura 5B).

92



4.2 AZIONE ANTIOSSIDANTE DEGLI ESTRATTI FENOLICI DI
VINO

4.2.1 Misura della produzione della malonildialdeide (MDA)

Nelle cellule Caco-2 trattate con la miscela di ossisteroli & stata determinata come marker

generico di danno ossidativo I’MDA, mediante TBARS e lettura all’HPLC.
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Figura 6 Percentuale di produzione di MDA rispetto al controllo nelle cellule Caco-2 incubate per 24
ore in presenza di diverse concentrazioni (7,5-480 uM) della miscela di ossisteroli.
a=p<0,001 verso il controllo (n=12)

In Figura 6 e rappresentata la quantita di MDA, espressa come percentuale di produzione
rispetto al controllo, determinata nelle cellule trattate per 24 ore con diverse concentrazioni
della miscela di ossisteroli (7,5-480 uM). In questa figura, si osserva un aumento della
percentuale di produzione di MDA rispetto al controllo dalla concentrazione di 90 uM, che

risulta significativo a partire dalla concentrazione di 240 uM.
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Figura 7 Percentuale di produzione di MDA rispetto al controllo nelle cellule Caco-2 pretrattate per
24 ore con diverse quantita (2,5-25 pg/ml) di estratto fenolico di vino Cannonau (A) o di vino
Vermentino (B) e trattate per 24 ore con la miscela di ossisteroli (240 uM).

***=p<0,001 verso il controllo; a= p<0,001 e c=p<0,05 verso I’ossidato (Oxy) (n=12)

94



Quando le cellule sono state pretrattate con quantita crescenti (2,5-25 pg/ml) di estratto
fenolico per 24 ore e trattate con la miscela di ossisteroli (240uM) per ulteriori 24 ore, la
produzione di MDA indotta dalla miscela di ossisteroli, & stata significativamente ridotta.
L’estratto fenolico di vino Cannonau ha mostrato un’attivita significativa a partire dalla
quantita di 5ug/ml (Figura 7A), mentre quello di Vermentino solo alla quantita piu alta testata
(25 pg/ml) (Figura 7B).
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4.2.2 Modulazione dell’attivita della Glutatione perossidasi (GPx)

Nelle cellule Caco-2 ¢ stato determinato anche I’effetto modulatorio della miscela di
ossisteroli sull’attivita della GPx, un enzima antiossidante importante nella difesa

dell’intestino dal danno ossidativo.
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Figura 8 Attivita della Glutatione perossidasi (GPx) (nmol/min/ml) nelle cellule Caco-2 incubate per
diversi tempi (6-36 ore) in presenza della miscela di ossisteroli (240 pM).
a=p<0,001 verso il controllo (n=9)

In Figura 8 viene mostrata la modulazione dell’attivita della GPXx, espressa come
nmol/min/ml, in cellule Caco-2 incubate per diversi tempi (6-36 ore) con la miscela di
ossisteroli (240 uM). La miscela ha indotto un significativo aumento dell’attivita dell’enzima
a6, 18 e 24 ore, mentre dopo 36 ore di incubazione I’attivita dell’enzima ¢ risultata pressoché
simile a quella del controllo.
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Figura 9 Attivita della Glutatione perossidasi (GPx) (nmol/min/ml) nelle cellule Caco-2 pretrattate per
30 minuti con diverse quantita (5-25 pg/ml) di estratto fenolico di vino Cannonau (A) o di vino
Vermentino (B) e trattate per 18 ore con la miscela di ossisteroli (240 uM).

*=p<0,05 verso il controllo; a= p<0,001 verso I’ossidato (Oxy) (n=9)
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Quando le Caco-2 sono state incubate in presenza dei soli estratti fenolici di vino Cannonau
(Figura 9A) e Vermentino (Figura 9B) si ¢ osservato un significativo aumento dell’attivita
enzimatica, paragonabile a quello osservato con la miscela di ossisteroli.

Nelle cellule trattate sia con gli estratti fenolici che con gli ossisteroli, I’incremento
dell’attivita della GPX rispetto a quanto rilevato nell’ossidato (Oxy) ¢ risultato significativo

solo con I’estratto di vino Cannonau alla quantita di 25 ug/ml (Figura 9A).
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4.2.3 Determinazione della quantita di glutatione (GSH)

Come indicatore dello stato redox cellulare e stata determinata anche la quantita di glutatione
ridotto (GSH).
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Figura 10 Concentrazione di glutatione (GSH) (uM) nelle cellule Caco-2 incubate per diversi tempi
(30 min-24 ore) in presenza della miscela di ossisteroli (180 uM).
a=p<0,001 e b=p<0,01 verso il controllo (n=9).

Nella Figura 10 sono riportate le concentrazioni di GSH nelle cellule Caco-2 in seguito
all’incubazione per diversi tempi (30 min-24 ore) con la miscela di ossisteroli (180 uM). La
presenza della miscela ha comportato una significativa diminuzione della concentrazione di

GSH dopo 30 minuti di incubazione. La concentrazione € aumentata dopo 3 ore fino a tornare

a valori simili a quelli del controllo dopo 6 ore.
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Figura 11 Concentrazione di glutatione (GSH) (uM) nelle cellule Caco-2 pretrattate per 30 minuti con
diverse quantita (5-25 pg/ml) di estratto fenolico di vino Cannonau (A) o di vino Vermentino (B) e
trattate per 30 minuti con la miscela di ossisteroli (180 uM).

***=p<0,001 verso il controllo; a= p<0,001 e c=p<0,05 verso 1’ossidato (Oxy) (n=9)
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La diminuzione di GSH indotta dalla miscela di ossisteroli & stata significativamente
contrastata dall’estratto di Cannonau (Figura 11A) a partire dalla quantita di 10 pg/ml, e da
quello di Vermentino (Figura 11B) alla quantita piu alta testata (25 pg/ml), come si puo
osservare dalla Figura 11, dove sono riportati i dati relativi alle cellule pretrattate con quantita
crescenti (5-25 pg/ml) di estratto fenolico e trattate per 30 minuti con la miscela di ossisteroli
(180 uM).
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4.2.4 Produzione di specie reattive dell’ossigeno (ROS)

La generazione di specie reattive dell’ossigeno (ROS) in cellule Caco-2 pretrattate con gli
estratti fenolici (25 pg/ml) per 1 ora, trattate con la miscela di ossisteroli (60 uM) per 30
minuti e, successivamente esposte alla forma ridotta della diclorofluoresceina diacetato
(DCFH-DA 10 uM) per 30 minuti é stata visualizzata, come DCF ossidata fluorescente,

mediante 1’utilizzo di un microscopio confocale.

Controllo Ossisteroli + Cannonau

Figura 12 Inibizione della generazione di ROS nelle cellule Caco-2 pretrattate per 1 ora con estratti
fenolici di vino Cannonau o Vermentino (25 pug/ml), trattate per 30 minuti con la miscela di ossisteroli
(60 uM) e incubate con DCFH-DA (10 uM) per 30 minuti.

Entrambi gli estratti fenolici sono stati in grado di inibire la produzione di ROS indotta dagli
ossisteroli (Figura 12).
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4.2.5 Modulazione dell’attivita della NADPH ossidasi 1 (NOX1)

Nelle cellule Caco-2 pretrattate con gli estratti fenolici di vino Cannonau e Vermentino (25
ug/ml) per 1 ora e, successivamente, trattate con la miscela di ossisteroli (60 uM) per 30
minuti é stata valutata anche la modulazione dell’attivita della NADPH ossidasi 1 (NOX1).

L’attivita della NOX1 ¢ stata valutata mediante Western blotting.
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Figura 13 Attivita della NOX1 nelle cellule Caco-2 pretrattate per 1 ora con estratto fenolico di vino
Cannonau o di vino Vermentino (25 pg/ml) e trattate per 30 minuti con la miscela di ossisteroli (60

uM).
***=p<0,001 verso il controllo; a= p<0,001 e c=p<0,05 verso 1’ossidato (Oxy) (n=3)

Come si puo osservare dalla Figura 13, la miscela di ossisteroli & in grado di indurre un
significativo incremento dell’attivita della NOXI1, espressa come percentuale rispetto al
controllo, che viene significativamente ridotta da entrambi gli estratti fenolici di vino, anche

se I’estratto di vino Cannonau ha mostrato un’efficacia maggiore.
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4.3 AZIONE ANTI-INFIAMMATORIA DEGLI ESTRATTI FENOLICI
DI VINO

4.3.1 Induzione della sintesi di interleuchina 6 (IL-6) e interleuchina 8 (IL-8)

Nelle cellule Caco-2 incubate per 24 ore con la miscela di ossisteroli (30 0 60 uM) é stata
valutata la capacita della miscela di indurre la sintesi di due citochine pro-inflammatorie,
I’interleuchina 6 (IL-6) e I’interleuchina 8 (IL-8). La concentrazione delle citochine, espressa
come pg/mg proteine rilasciate, e stata valutata mediante 1’utilizzo del metodo ELISA nel

mezzo di coltura.
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Figura 14 Sintesi di IL-6 (A) e IL-8 (B) (pg/mg proteine) nelle cellule Caco-2 incubate per 24 ore in

presenza della miscela di ossisteroli (30 0 60 pM).
***=p<0,001, **=p<0,01 e *=p<0,05 verso il controllo; a=p<0,001 e c=p<0,05 verso 1’ossidato 60

uM (n=9).
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Come riportato in Figura 14, la miscela di ossisteroli ha significativamente indotto la sintesi
delle interleuchine 6 (Figura 14A) e 8 (Figura 14B) a entrambe le concentrazioni testate, in

modo dose-dipendente.
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Per valutare se la NADPH ossidasi colonica (NOX1) fosse coinvolta nella sintesi di IL-6 e IL-
8 indotta dalla miscela di ossisteroli, le cellule Caco-2 sono state incubate con il DPI (5 uM),
un inibitore della NADPH ossidasi, per 30 minuti e, successivamente, trattate per 24 ore con

la miscela di ossisteroli (60 uM).
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Figura 15 Sintesi di IL-6 (A) e IL-8 (B) (pg/mg proteine) nelle cellule Caco-2 incubate per 30 minuti
in presenza di DPI (5 uM) e trattate per 24 ore con la miscela di ossisteroli (60 uM).
***=p<0,001 e **=p<0,01 verso il controllo; a=p<0,001 e b=p<0,01 verso I’ossidato (Oxy) (n=9).
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Come si puo osservare nella Figura 15 A e B, il DPI ha inibito significativamente la
stimolazione da parte degli ossisteroli della sintesi di entrambe le interleuchine.
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Figura 16 Sintesi di IL-6 (A) e IL-8 (B) (pg/mg proteine) nelle cellule Caco-2 pretrattate per 1 ora con
estratto fenolico di vino Cannonau o di vino Vermentino (25 pg/ml) e trattate per 24 ore con la
miscela di ossisteroli (60 uM).

***=p<(,001 verso il controllo; c=p<0,05 verso 1’ossidato (Oxy) (n=9)
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Nella figura 16 A e B e riportata la quantita di IL-6 e IL-8 misurata nelle Caco-2 pretrattate
per 1 ora con gli estratti fenolici di vino Cannonau e Vermentino (25ug/ml) e trattate per 24
ore con la miscela di ossisteroli (60 uM).

Come si puo osservare in Figura 16 A e B, Iaumento della sintesi delle interleuchine 6 ¢ 8
indotto dalla miscela di ossisteroli ¢ stato significativamente prevenuto dall’estratto fenolico

di vino Cannonau, ma non da quello di Vermentino.
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4.4 AZIONE MODULATORIA DEGLI ESTRATTI FENOLICI DI VINO

4.4.1 Modulazione delle MAPKs

Per valutare mediante Western blotting la modulazione dei segnali intracellulari, ERK, p38 e
JNK, le cellule Caco-2 sono state incubate con la miscela di ossisteroli (60 uM) per diversi
tempi (da 30 minuti a 4 ore). I valori dell’intensita delle bande, normalizzati utilizzando i
corrispondenti valori delle proteine totali ed espressi come percentuale rispetto al controllo,
sono riportati in Figura 17 (ERK), in Figura 18 (p38) e in Figura 19 (JNK).
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Figura 17 Percentuale di ERK1/2 fosforilata rispetto al controllo nelle cellule Caco-2 incubate per
diversi tempi (30 min-4 ore) in presenza della miscela di ossisteroli (60 puM) (n=6).

La miscela non determina nessun cambiamento nella fosforilazione di ERK1/2 alla

concentrazione e ai tempi testati (Figura 17), rispetto al controllo.

112



) 350
S
£ 300
8
S 250
>
o 200
(2]
Q
= 150
S
¥ 100
o
&
S 50
S
s 0

- A,
- - - ... total-p38

b
i
o |
T c
b
T
[
T ~
Ctrl 30 min lora 2ore 3ore 4 ore
Tempo

Figura 18 Percentuale di p38 fosforilata rispetto al controllo nelle cellule Caco-2 incubate per diversi
tempi (30 min-4 ore) in presenza della miscela di ossisteroli (60 uM).
b=p<0,01 e c=p<0,05 verso il controllo (n=6).

In Figura 18 si puo osservare come la miscela di ossisteroli 60 uM sia risultata in grado di

indurre significativamente, dopo 1 ora di incubazione, la fosforilazione di p38, che é

aumentata ulteriormente dopo 2 ore. Alle 3 ore si osserva nuovamente una diminuzione della

proteina p38 fosforilata che diminuisce ulteriormente dopo 4 ore di incubazione.

113



w = 9 “ - - phospho-JNK
e D e

=§ 160 c

= c T

g 140 |

S | I

3 120 | |

X

< 100 1 T

= |

2 80 .

I

S 60

X

5 40

o

e

[=2 20

o

ey

o 0 - I
Ctrl 30 min lora 2o0re 3ore 4 ore

Tempo

Figura 19 Percentuale di JNK fosforilata rispetto al controllo nelle cellule Caco-2 incubate per diversi
tempi (30 min-4 ore) in presenza della miscela di ossisteroli (60 uM).
c=p<0,05 verso il controllo (n=6).

La miscela di ossisteroli ha indotto, inoltre, dopo 1 ora un significativo incremento della
fosforilazione di JNK che €& aumentata ulteriormente dopo 2 ore di incubazione; la
fosforilazione di JNK quindi diminuisce, tornando ai valori del controllo dopo 3 e 4 ore, come

mostrato in Figura 19.
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In una successiva serie di esperimenti le cellule sono state pretrattate per 1 ora con gli estratti
fenolici di vino Cannonau e Vermentino (25ug/ml) e trattate con la miscela (60uM) per 2 ore.
Poiché ERK non e stata modulata dalla miscela di ossisteroli, I’effetto esplicato dagli estratti

di vino é stato valutato solo per i segnali intracellulari p38 (Figura 20) e INK (Figura 21).
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Figura 20 Percentuale di p38 fosforilata rispetto al controllo nelle cellule Caco-2 pretrattate per 1 ora
con estratto fenolico di vino Cannonau o di vino Vermentino (25 pg/ml) e trattate per 2 ore con la
miscela di ossisteroli (60 uM).

***=p<(,001 verso il controllo; a= p<0,001 verso 1’ossidato (Oxy) (n=6)

Come mostrato in Figura 20, nei campioni incubati solo con I’estratto di Cannonau o di
Vermentino si osserva un aumento significativo della proteina p38 fosforilata. Nonostante
questo, I’induzione della fosforilazione di p38 da parte della miscela e stato contrastato in
maniera significativa dal pretrattamento delle cellule sia con I’estratto fenolico di vino

Cannonau che con quello di Vermentino.
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Figura 21 Percentuale di JNK fosforilata rispetto al controllo nelle cellule Caco-2 pretrattate per 1 ora
con estratto fenolico di vino Cannonau o di vino Vermentino (25 pg/ml) e trattate per 2 ore con la
miscela di ossisteroli (60 pM).

***=p<0,001 e **=p<0,01 verso il controllo; b=p<0,01 verso 1’ossidato (Oxy) (n=6).

In Figura 21 si osserva che I’estratto fenolico di vino Cannonau ha indotto una significativa
fosforilazione di JNK ed é risultato in grado di indurre una significativa inibizione della
fosforilazione della proteina JNK indotta dagli ossisteroli.
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5 DISCUSSIONE
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| prodotti di ossidazione del colesterolo, gli ossisteroli, possono essere generati
endogenamente, attraverso reazioni enzimatiche e non enzimatiche, o possono derivare dalla
dieta. Gli alimenti contenenti colesterolo, infatti, sono suscettibili all’ossidazione; reazioni
ossidative si verificano durante la lavorazione, principalmente in seguito a trattamento
termico, e durante la conservazione a lungo termine (Biasi F. et al., 2013a).

Nell’organismo, gli ossisteroli svolgono importanti funzioni fisiologiche ma mostrano anche
diversi effetti dannosi come citotossicita, induzione della morte cellulare per necrosi o
apoptosi ed effetti pro-cancerogeni, pro-ossidanti e pro-infiammatori (Vejux A. and Lizard
G., 2009).

L’accumulo patologico degli ossisteroli puo contribuire alla insorgenza e alla progressione
delle principali malattie croniche in cui I'infiammazione, ma anche il danno ossidativo e in
una certa misura la morte cellulare, svolgono un ruolo centrale. Infatti, alcuni ossisteroli
esercitano forti effetti pro-ossidanti e pro-inflammatori a concentrazioni rilevabili nelle lesioni
tipiche dell’aterosclerosi, nelle patologie neurodegenerative, nella degenerazione maculare
correlata all’eta e in altre condizioni patologiche caratterizzate da un alterato uptake e/o
metabolismo del colesterolo (Poli G. et al., 2013). Recenti studi hanno dimostrato anche il
coinvolgimento degli ossisteroli nella patogenesi delle malattie infiammatorie croniche
intestinali e nello sviluppo di diverse forme tumorali che interessano il tratto gastrointestinale
(Biasi F. et al., 2013a).

L’intestino infatti e il primo sito esposto all’azione dei prodotti dell’ossidazione dei lipidi
alimentari, idroperossidi e ossisteroli, che esercitano un forte effetto citotossico sugli
enterociti, alterandone lo stato redox fino a scatenare una reazione infiammatoria e/o ad
indurre un danno ossidativo (Rezaie A. et al., 2007).

Evidenze sperimentali suggeriscono che 1’ingestione di composti ad azione antiossidante,
come i composti fenolici, sia in grado di contrastare lo stress ossidativo e la reazione
inflammatoria a livello intestinale ed inibire 1’insorgenza delle principali patologie ad essi
correlate (Romier B. et al., 2009).

I composti fenolici del vino hanno ricevuto in questi ultimi anni un interesse sempre maggiore
a causa dei numerosi studi epidemiologici che hanno suggerito un’associazione tra un
regolare consumo di dosi moderate di vino e la prevenzione di alcune malattie

cronico/degenerative (Deiana M. et al., 2012).
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Il vino e una buona fonte di composti fenolici; tipicamente un bicchiere di vino rosso contiene
circa 100-200 mg di composti genericamente chiamati polifenoli (Pandey K.B. and Rizvi
S.1., 2009).

Generalmente, i composti fenolici sono poco assorbiti, largamente metabolizzati e raramente
raggiungono concentrazioni ematiche di rilievo; la maggior parte rimane a livello intestinale
(Scalbert A. and Williamson G., 2000; Walle T., 2004; Walle T. et al., 2005) dove é
verosimile che possano esercitare un’azione protettiva.

I loro effetti benefici sono stati per lo piu associati alla loro attivita antiossidante (Deiana M.
et al., 2012), intesa non solo come attivita di “scavenging” di radicali liberi, ma anche come
capacita di modulare specifiche proteine segnale implicate nella regolazione genica in risposta
allo stress ossidativo e all’inflammazione (Fraga C.G. et al., 2010; Leonarduzzi G. et al.,
2010). Gli effetti induttivi o di segnalazione di solito si verificano a concentrazioni molto
inferiori a quelle richieste per un’efficace attivita antiossidante (Virgili F. and Marino M.,
2008) ed é quindi probabile che siano i principali meccanismi d’azione in Vivo.

In questo ambito si inserisce questo lavoro di ricerca volto a valutare 1’attivita antiossidante e
anti-inflammatoria della frazione fenolica di due vini ottenuti da vitigni caratteristici della
Sardegna, un vino rosso, il Cannonau, e un vino bianco, il Vermentino, in colture di cellule
intestinali Caco-2 differenziate.

La linea cellulare di carcinoma intestinale umano Caco-2 & una delle poche in grado di
esprimere i caratteri distintivi di una cellula enterocitica matura ed & ampiamente utilizzata
come modello in vitro per studi sui meccanismi di assorbimento e metabolismo intestinale, di
differenziamento e di tossicita (Artursson P., 1990; Artursson P. and Magnusson C., 1990;
Baker R.D. et al., 1995; Meunier V. et al., 1995; Artursson P. et al., 2001).

Le Caco-2, fatte crescere in condizioni di coltura standard (ad es. in presenza di glucosio e
siero), si differenziano spontaneamente e presentano caratteristiche morfologiche e funzionali
di cellule di intestino tenue, divenendo cellule polarizzate con microvilli (Pinto M. et al.,
1983; Peters W.H. and Roelofs H.M., 1989; Youakin A. et al., 1989; Le Ferrec E. et al.,
2001) e formano spontaneamente un monostrato (Pinto M. et al., 1983; Rousset M. et al.,
1985). Inoltre, una volta che si sono ben differenziate, possiedono, come le cellule intestinali,
gli enzimi antiossidanti che metabolizzano 1 radicali dell’ossigeno: superossido dismutasi,
glutatione perossidasi, glutatione reduttasi e catalasi (Baker S.S. and Baker R.D., Jr., 1992;
Baker S.S. and Baker R.D., Jr., 1993; Baker R.D. et al., 1995).
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Le cellule sono state trattate con una miscela di ossisteroli costituita dai principali ossisteroli
presenti negli alimenti ricchi in colesterolo: 7-chetocolesterolo, 5a,6a-epossicolesterolo,
5pB,6B-epossicolesterolo, 7a-idrossicolesterolo e 7p-idrossicolesterolo (Kanner J., 2007).
Questi prodotti di ossidazione sono sempre presenti negli alimenti in miscela (Mascia C. et
al., 2010) e raggiungono concentrazioni che possono andare da 10 a 100 uM nei diversi
alimenti; il consumo di diversi alimenti contenti ossisteroli potrebbe portare a concentrazioni
luminali di tali prodotti molto superiori ai 100 uM (Kanner J., 2007).

Da qui I'importanza di studiare 1’effetto tossico degli ossisteroli in miscela, dato che
sembrano esercitare effetti differenti a seconda che vengano somministrati in miscela o
singolarmente, e a diverse concentrazioni (Biasi F. et al., 2013a).

A seconda delle condizioni sperimentali utilizzate (tempo di incubazione/concentrazione
miscela di ossisteroli) abbiamo potuto osservare da un lato I’induzione di un danno ossidativo
che ha portato le cellule a morte, dall’altro 1’alterazione dello stato redox intracellulare che ha
portato all’attivazione di quelle vie di segnalazione redox sensibili legate alla risposta
cellulare allo stress ossidativo e all’induzione della risposta inflammatoria.

La produzione di malonildialdeide (MDA) é stata considerata come indice di danno ossidativo
insieme alla morte cellulare; I’alterazione dello stato redox € stata valutata monitorando
I’attivita della GPx, la concentrazione del GSH, la produzione di ROS e [Iattivita
dell’isoforma colonica della NADPH ossidasi (NOX), la NOX 1.

Il trattamento con la miscela di ossisteroli dopo 24 ore di incubazione ha indotto sia la morte
cellulare che la produzione di MDA, indicando un avanzato processo ossidativo delle
macromolecole cellulari.

Gia dopo 30 minuti dal trattamento, si & osservato un crollo del GSH, in accordo con quanto
riportato in letteratura in altri tipi cellulari; é stato, infatti, dimostrato che il 7-chetocolesterolo
e il 7B-idrossicolesterolo inducono una significativa diminuzione dei livelli di GSH nelle
cellule PC12 e U937 (Lizard G. et al., 1998; Lyons N.M. et al., 2001; O'Callaghan Y.C. et
al., 2001; O'Callaghan Y.C. et al., 2002; Han J.H. et al., 2007).

Tuttavia a seconda delle condizioni sperimentali utilizzate e al tipo cellulare, singoli
ossisteroli o ossisteroli in miscela, possono esercitare effetti contrastanti sui livelli del GSH
intracellulare (O'Callaghan Y.C. et al., 2001; O'Callaghan Y.C. et al., 2002; O'Sullivan A
J. etal., 2005).
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Nelle cellule pretrattate con gli estratti fenolici di vino il danno ossidativo e stato
significativamente inibito e si € osservata una minore riduzione del GSH. | due vini hanno
mostrato un’attivita antiossidante equivalente nel range di concentrazioni utilizzate.

A 18 ore dal trattamento si e osservato un aumento dell’attivita della GPx, che insieme ad altri
enzimi come la superossido dismutasi e la catalasi, fa parte del sistema di detossificazione
delle specie radicaliche responsabili del danno ossidativo cellulare. Il pretrattamento con gli
estratti fenolici ha portato ad un ulteriore aumento dell’attivita enzimatica, in accordo con
quanto riportato in letteratura sull’azione che alcuni composti fenolici esplicano su diversi
enzimi dei quali controllano 1’espressione ¢ la sintesi (Moskaug J.O. et al., 2005; Martin
M.A. et al., 2010).

Infatti, molti dati sperimentali dimostrano che sistemi cellulari, trattati con polifenoli,
presentano un aumento delle attivita enzimatiche correlate al GSH, in particolare della yGCS,
della GRed, della GPx e della GST (Steele V.E. et al., 2000; Jeon S.E. et al., 2003; Molina
M.F. et al., 2003; Ramirez-Mares M.V. and de Mejia E.G., 2003; Scharf G. et al., 2003;
Soto C. et al., 2003). Effetti dei polifenoli sulle attivita enzimatiche correlate al GSH, in
particolare sulla GPx, sono stati dimostrati anche in studi in vivo, sia in modelli animali che
nell’uomo (Rodrigo R. et al., 2002; Khan N. and Sultana S., 2004; Fito M. et al., 2005;
Rodrigo R. et al., 2005). Uno dei meccanismi attraverso i quali i polifenoli esercitano tali
effetti sembra essere un’azione diretta sull’ espressione genica degli enzimi (Giovannini C.
et al., 2006).

L’alterazione dello stato redox cellulare fino all’induzione del danno ossidativo € almeno in
parte dovuta alla generazione di ROS da parte degli ossisteroli, come dimostrato dalle prove
effettuate con la diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA); abbiamo infatti osservato un
marcato aumento della fluorescenza nei campioni trattati con gli ossisteroli rispetto ai
controlli.

E stato riportato che la generazione di ROS intracellulari indotta dagli ossisteroli pud essere
mediata dall’attivazione della NOX in diversi sistemi cellulari (Palozza P. et al., 2011; Biasi
F. et al., 2013a). Nelle cellule Caco-2 trattate con una miscela di ossisteroli equivalente alla
nostra € stato dimostrato che la produzione di ROS & mediata da una marcata attivazione
dell’isoforma NOX1 (Biasi F. et al., 2009).
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Siamo andati quindi a valutare I’attivita di questo enzima nelle nostre condizioni sperimentali
e abbiamo avuto conferma che la miscela di ossisteroli & in grado di indurre un significativo
incremento dell’attivita della NOX1.

Il pretrattamento con gli estratti fenolici ha ridotto la formazione di ROS, probabilmente
attraverso una diretta azione di “scavenging”, ma anche attraverso la modulazione dell’attivita
della NOX1, che é stata significativamente inibita in presenza degli estratti fenolici.

E riportato in letteratura che, modulando le diverse isoforme della NOX, gli ossisteroli
esercitano un’azione pro-inflammatoria, inducendo la sintesi di interleuchine.

Palozza e colleghi hanno infatti dimostrato che in macrofagi THP-1, il 7-chetocolesterolo e il
25 idrossicolesterolo aumentano i livelli di mRNA e la secrezione delle citochine
inflammatorie (IL-1p, IL-6, IL-8 e TNFa) e questi effetti sono stati associati ad un’aumentata
produzione di ROS attraverso un’aumentata espressione della NOX-4 (Palozza P. et al.,
2011). E stato inoltre dimostrato che ’induzione dell’IL-8 da parte del colesterolo e di una
miscela di ossisteroli, corrispondente a quella da noi utilizzata, in cellule Caco-2 differenziate
¢ legata ad un’aumentata regolazione della NOX1 (Mascia C. et al., 2010).

Abbiamo quindi voluto valutare se nelle nostre condizioni sperimentali il trattamento con gli
ossisteroli inducesse la secrezione di IL-6 e IL-8, mediatori cruciali nel sostenere
I’infiammazione cronica intestinale, come dimostrato in modelli in vitro e nell’uomo (Biasi F.
et al., 2013b).

Abbiamo osservato che gli ossisteroli inducono la sintesi delle interleuchine attraverso
I’attivazione della NOX come confermato dal fatto che il trattamento con diphenyl iodonium
(DPI, inibitore della NOX) ne inibisce la sintesi. L’estratto fenolico di Cannonau ha mostrato
un significativo effetto anti-infiammatorio, inibendo la secrezione delle citochine.

E stato suggerito che gli ossisteroli possono incrementare i livelli di ROS, che a
concentrazioni moderate, possono agire come secondi messaggeri nella trasduzione del
segnale attraverso la modulazione di MAPKSs redox sensibili e influenzando 1’attivazione di
fattori di trascrizione redox sensibili come NF-kB (Palozza P. et al., 2011); in letteratura
tuttavia non sono presenti lavori riguardanti la modulazione delle MAPKs ERK, p38 e JNK
da parte degli ossisteroli nelle cellule intestinali Caco-2.

Nelle nostre condizioni sperimentali, gli ossisteroli non sono risultati in grado di modulare la
fosforilazione di ERK, mentre hanno aumentato la fosforilazione di JNK e p38, che raggiunge

un massimo intorno alle 2 ore dal trattamento. Recenti studi hanno dimostrato che la via di
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segnalazione di JNK, classicamente legata all’induzione dell’apoptosi, svolge un ruolo
importante nell’effetto pro-aterogeno e pro-infiammatorio di alcuni ossisteroli, in particolare
del 7-chetocolesterolo (Pedruzzi E. et al., 2004).

E’ stato anche dimostrato che I’azione pro-infiammatoria di alcuni ossisteroli (il 22-
idrossicolesterolo ¢ I’a-triolo) ¢ mediata dall’attivazione di p38 (Yoon J.H. et al., 2004; Liao
P.L.etal., 2009).

L’attivazione di p38 ¢ un punto chiave della risposta infiammatoria a livello intestinale,
poiché, sia nelle cellule del sistema immunitario che in quelle strutturali della parete
intestinale, regola 1’espressione di diverse citochine pro-infilammatorie (IL-6, IL-8, COX-2,
ecc.), attraverso la modulazione di fattori di trascrizione, come NF-kB, o la modulazione della
stabilita e traduzione degli specifici MRNA (Feng Y.J. and Li Y.Y., 2011). L’azione pro-
inflammatoria della miscela di ossisteroli utilizzata nelle nostre condizioni sperimentali,
potrebbe dunque passare attraverso I’attivazione della NOX1 e la produzione di ROS, la
modulazione di p38 e JNK e I’induzione del rilascio delle IL-6 e IL-8. Il meccanismo tuttavia
potrebbe essere piu complesso, interessando vie di segnalazione parallele e/o comportando la
simultanea attivazione di piu vie.

Nelle cellule pretrattate con gli estratti fenolici di vino, 1’attivazione di p38 e JNK da parte
degli ossisteroli e significativamente minore. Gli stessi composti fenolici presenti negli estratti
sono in grado di modulare la fosforilazione di p38 e JNK, che risulta aumentata nelle cellule
trattate con i soli estratti, in accordo con quanto riportato in altri tipi cellulari (Briviba K. et
al., 2002; Ndiaye M. et al., 2004). Sono numerosi i lavori che dimostrano una spiccata
attivita modulatoria di diverse classi di composti fenolici sulle MAPKS, la cui attivita puo
essere inibita o aumentata a seconda del tipo cellulare e delle condizioni sperimentali
(Santangelo C. et al., 2007).

Sono necessari ulteriori studi per chiarire il meccanismo mediante il quale i composti fenolici
esplicano la loro azione protettiva; tuttavia, dai dati ottenuti nel nostro sistema sperimentale,
si puo ipotizzare che questi composti agiscano principalmente contrastando le fasi iniziali
dell’azione pro-ossidante e pro-inflammatoria degli ossisteroli, inibendo la formazione di
ROS e quindi tutti gli effetti a cascata successivi.

Questo possibile meccanismo € in accordo con quanto riportato in cellule macrofagiche nelle
quali il licopene e risultato in grado di prevenire I’incremento dell’espressione e della

secrezione delle citochine pro-infiammatorie IL-1B, IL-6, IL-8 e TNFo indotto dagli
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ossisteroli. Tale effetto ¢ stato accompagnato da un’inibizione della produzione di ROS
attraverso un’aumentata espressione della NOX, della fosforilazione di ERK1/2, p38 e INK e
dell’attivazione di NF-kB indotti dagli ossisteroli. Anche in questo caso € stato proposto un
potenziale ruolo del licopene nella prevenzione della produzione delle citochine pro-
inflammatorie indotta dagli ossisteroli e che questo avvenga attraverso un meccanismo che
coinvolge I’inibizione della NOX, che a sua volta influenza la produzione di ROS e
I’espressione delle MAPKSs redox sensibili e di conseguenza 1’attivazione di NF-kB (Palozza
P.etal., 2011).

Ulteriori evidenze a sostegno del meccanismo che abbiamo ipotizzato sono rappresentate dal
fatto che e stato dimostrato che la secrezione di IL-8 indotta dagli ossisteroli € associata con
I’attivazione della via di segnalazione MEK/ERK1/2 (Ares M.P.S. et al., 2000) ed NF-kB &
stato coinvolto come mediatore dell’induzione di chemochine da parte degli ossisteroli in
cellule U937 (Leonarduzzi G. et al., 2005). Inoltre, & stata riportata in macrofagi umani
I’efficacia del 7-chetocolesterolo nell’induzione della produzione di ROS attraverso
I’incremento dell’espressione della NOX4 e dell’attivazione di ERK1/2, p38 ¢ JNK (Palozza
P. et al., 2010). Infine, altri studi hanno dimostrato che il 7-chetocolesterolo e il 25-
idrossicolesterolo agiscono modulando i livelli di NOX (Pedruzzi E. et al., 2004; Palozza P.
et al., 2007; Lee W.H. et al., 2009).

| risultati di questo studio dimostrano nel loro insieme un’azione protettiva, antiossidante e
antiinflammatoria, della frazione fenolica del vino nei confronti delle cellule intestinali CaCo-
2, suggerendo un probabile effetto preventivo nelle patologie intestinali legate allo stress
ossidativo e all’inflammazione. Entrambi i vini hanno dimostrato di essere efficaci;
nonostante 1’estratto di vino rosso si sia rivelato piu attivo, probabilmente perché piu ricco di
sostanze fenoliche e caratterizzato dalla presenza degli antociani, quello di vino bianco ha
dimostrato di avere nella maggior parte delle nostre condizioni sperimentali un’attivita
comparabile, ad ulteriore conferma che 1’elevata concentrazione fenolica di un estratto non €
cruciale per la sua attivita biologica, ma dipende dalle strutture molecolari dei singoli
composti fenolici presenti e dalla possibile sinergia o antagonismo tra le differenti classi di

composti (Deiana M. et al., 2012).
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