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Riassunto  

 
Un adeguato apporto di antiossidanti naturali con la dieta svolge un ruolo importante 

nella prevenzione delle malattie causate dai radicali liberi e nell’invecchiamento 

cellulare. 

La specie Capsicum annuum L. è una specie vegetale molto interessante che comprende 

due varietà: la varietà grossum, rappresentata dai peperoni, e la varietà longum, 

rappresentata dal peperoncino. 

Il frutto del Capsicum annum è una buona fonte di antiossidanti naturali e tra questi vi 

sono dei composti esclusivi di questo genere: i capsaicinoidi presenti principalmente 

nella varietà piccante (longum) e i capsinoidi, presenti in maggiore quantità nei frutti di 

una cultivar non piccante chiamata CH-19 Sweet. I principali capsinoidi naturali, 

capsiato e diidrocapsiato, hanno mostrato diverse attività biologiche, in particolare una 

notevole attività antiossidante in vitro. 

In questo lavoro di tesi l’attenzione è stata rivolta verso il vanillil nonanoato, analogo 

chimico del capsiato, composto che ha mostrato un’attività di protezione comparabile a 

quella del composto naturale. 

L’attività antiossidante del vanillil nonanoato è stata comparata con quella di due 

analoghi chimici semplificati, l’alcol vanillico e la vanillina, che presentano lo stesso 

residuo vanilloide nella molecola, onde stabilire una relazione struttura-attività, per 

poter valutare quindi quale porzione del composto, il residuo acilico o la porzione 

vanilloide, sia maggiormente implicata nell’attività antiossidante. 

Le tre molecole sono state testate nel sistema dell’autossidazione dell’acido linoleico e 

durante l’ossidazione del colesterolo, semplici sistemi che permettono di valutare la 

capacità di una molecola di inibire la perossidazione lipidica indotta dai radicali 

lipoperossilici ROO.. 

Dai risultati ottenuti soltanto il vanillil nonanoato e l’alcol vanillico hanno mostrato una 

notevole efficacia come scavenger di radicali lipoperossilici e uno spostamento del 

rapporto cis, trans/trans, trans degli idroperossidi, correlato alle concentrazioni 

crescenti di tali composti, indicando un meccanismo di donazione di atomi d’idrogeno e 

un effetto protettivo nei confronti del consumo del colesterolo e della produzione di 7-

cheto, principale prodotto di ossidazione del colesterolo. In questi sistemi la vanillina è 

risultata meno efficace. 
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I dati ottenuti indicano che l’attività antiossidante del vanillil nonanoato in questi 

sistemi in vitro, è probabilmente dovuta alla donazione di atomi di idrogeno dal gruppo 

idrossilico presente nella porzione vanilloide della molecola, e non alla catena laterale. 

L’attività antiossidante del vanillil nonanoato è stata quindi valutata in un sistema in 

vitro più complesso, durante l’ossidazione delle LDL per 2 ore in presenza di Cu2+, in 

quanto lo studio dell’ossidazione delle particelle lipoproteiche in presenza di questo 

metallo è un modello importante per la comprensione dei fenomeni ossidativi che 

avvengono in alcune patologie. 

In questo modello sono stati considerati come indici del danno ossidativo le variazioni 

dei componenti lipidici delle LDL, quali acidi grassi insaturi e colesterolo e la 

formazione dei loro rispettivi prodotti di ossidazione, gli idroperossidi e il 7-cheto; il 

vanillil nonanoato ha esercitato una significativa attività di protezione nei confronti 

della degradazione ossidativa indotta dal Cu2+ dei principali acidi grassi poliinsaturi e 

del colesterolo presenti nelle LDL e una corrispondente diminuzione dei prodotti di 

ossidazione dei lipidi considerati. 

È stata inoltre studiata l’attività antiossidante del vanillil nonanoato in un modello di 

stress ossidativo in cellule VERO, una linea immortalizzata di fibroblasti di rene di 

scimmia, indotto da due concentrazioni non citotossiche di terz-butilidroperossido (tBH 

750 µM e 2.5 mM). L’ossidante, alla dose di 2.5 mM, è in grado di determinare una 

variazione dei principali acidi grassi, del colesterolo e della vitamina E presenti nelle 

cellule, e un incremento dei prodotti di ossidazione (idroperossidi e 7-cheto). 

Il fenolo ha esercitato una riduzione della formazione di MDA indotta da tBH 750 µM 

e, a concentrazioni più elevate, ha mostrato un’attività di protezione dalla degradazione 

ossidativa degli acidi grassi poliinsaturi e del colesterolo indotta da tBH 2.5 mM, 

riducendo sensibilmente i prodotti di ossidazione. 

L’attività antiossidante del vanillil nonanoato mostrata nei sistemi sperimentali in vitro 

è stata in fine confermata in vivo nel modello sperimentale del FeNTA. 

L’iniezione intraperitoneale di una dose sub letale di FeNTA (15 mg Fe/Kg di peso 

corporeo) induce un notevole stress ossidativo causando nei ratti l’ossidazione della 

frazione lipidica, in particolare acidi grassi poliinsaturi, colesterolo e vitamina E nel 

rene e nel plasma dopo 1 ora dal trattamento con il complesso. 

Il pretrattamento con il vanillil nonanoato ha esercitato un effetto protettivo sulla 

riduzione dei lipidi totali, degli acidi grassi insaturi, della vitamina E e del colesterolo, e 
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sull’incremento degli idroperossidi e del 7-cheto; l’attività antiossidante è risultata 

meno evidente nel rene, rispetto a quella osservata nel plasma, probabilmente 

correlabile alla minore suscettibilità ossidativa di questo organo. 

Dai risultati ottenuti, nei modelli sperimentali utilizzati, il vanillil nonanoato si è 

mostrato un interessante antiossidante in vitro e in vivo. Considerando che la 

somministrazione sistemica dei capsinoidi risulta essere ben tollerata sia negli animali 

che nell’uomo e tenendo conto che il vanillil nonanoato possiede le stesse attività 

biologiche del capsiato naturale, sarebbe interessante valutare l’assorbimento e la 

biodisponibilità di questo capsinoide. 
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Lo stress ossidativo è una condizione patologica dovuta ad una sovrapproduzione di 

radicali liberi (R•), specie chimiche altamente instabili, in grado di alterare le principali 

classi di biomolecole come lipidi, proteine e acidi nucleici, modificandone struttura e 

funzione. 

Gli organismi viventi hanno perciò sviluppato un complesso sistema di antiossidanti per 

contrastare l’azione di queste molecole, che risultano essere dannose per l’organismo 

(Prior and Cao, 1999); tra questi ricordiamo i sistemi enzimatici superossido dismutasi, 

catalasi e glutatione perossidasi, e quelli non-enzimatici come gli antiossidanti 

idrosolubili glutatione e acido ascorbico (Vitamina C), e liposolubili α-tocoferolo 

(Vitamina E) e β-carotene (Vitamina A) (Therond et al., 2000). 

Un adeguato apporto di antiossidanti tramite la dieta può essere, inoltre, un fattore 

importante nella prevenzione dell’invecchiamento (Rice-Evans et al., 1995) e di alcune 

patologie causate dalle specie reattive dell’ossigeno (ROS), come patologie 

cardiovascolari (Fuhrman et al., 1995), diabete, cancro (Thole et al., 2006) e patologie 

degenerative come il Parkinson e l’Alzheimer (Zamaria, 2004). 

In letteratura sono numerosi gli studi in cui viene messa in evidenza una correlazione 

inversa tra il consumo di alimenti di origine vegetale, come frutta e verdura, e 

l’incidenza di patologie cardiovascolari e cerebrali. 

Le molecole antiossidanti presenti principalmente in questi alimenti sono i polifenoli, 

tra cui i flavonoidi sono quelli maggiormente studiati, le vitamine A, B, C, i tocoferoli e 

i carotenoidi, principalmente presenti nella frutta e nella verdura. Queste molecole 

assunte con la dieta possono agire indipendentemente le une dalle altre o in sinergia, 

mediante diversi meccanismi d’azione.  

Il consumo degli alimenti di origine vegetale viene inoltre spesso associato ad una 

bassa incidenza di diversi tipi di tumori (Willett, 1994); l’attività antitumorale degli 

antiossidanti naturali, presenti in questi alimenti, è stata ampiamente studiata in diverse 

linee cellulari tumorali (Maeda et al., 1992) e in diversi modelli sperimentali in vivo 

(Bresnick et al., 1990). 

Dai dati disponibili in letteratura è possibile osservare che le proprietà antiossidanti di 

un alimento sono generalmente valutate considerando la quantità di antiossidanti 

presenti nell’alimento stesso o misurando la capacità antiossidante delle molecole 

presenti in esso, tramite l’utilizzo di test spesso non specifici, che danno poche 
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informazioni sul meccanismo d’azione che le molecole possono esplicare (La Vecchia 

et al., 2001). 

Per questo motivo nasce la necessità di utilizzare sistemi sperimentali in vitro, 

supportati da modelli in vivo, utilizzando come marker prodotti specifici del processo 

ossidativo che permettano di valutare i possibili meccanismi d’azione che un composto 

antiossidante può esercitare. 
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1.1 I lipidi: target di stress ossidativo 
 

Lo stress ossidativo è implicato nell’eziopatogenesi di diverse malattie e nei processi di 

invecchiamento cellulare. Fra i targets biologici dello stress ossidativo, i lipidi di 

membrana sono la classe di biomolecole maggiormente colpite (Del Rio et al., 2005). 

Le specie reattive dell’ossigeno(ROS) hanno un ruolo fondamentale nella mediazione 

del danno tissutale poichè l’ossigeno, oltre ad essere indispensabile alla vita, è anche 

tossico. Tra i più importanti ROS (Halliwell, 1996) ricordiamo: 

• HO·, radicale idrossile 

• O2
·ֿ

, anione superossido  

• H2O2, perossido di idrogeno 

• 1O2, ossigeno singoletto. 

Queste molecole sono in grado di innescare la perossidazione dei lipidi biologici, 

processo che può essere implicato in diverse patologie (Tribble, 1999). 

L’attacco da parte dei radicali liberi (R•) ai lipidi poliinsaturi presenti nelle membrane 

biologiche determina l’avvio del processo di perossidazione lipidica, un processo di 

deterioramento O2-dipendente (schema 1) che porta alla compromissione dell’integrità 

delle membrane biologiche (Halliwell and Gutteridge, 1989). 

Questo processo è implicato inoltre nella modificazione ossidativa delle lipoproteine a 

bassa densità (LDL) e gioca un ruolo fondamentale nell’aterogenesi (Tribble, 1999). 

I principali costituenti delle membrane biologiche sono i lipidi e le proteine; la quantità 

di queste ultime, nei diversi tipi cellulari, dipende dalle funzioni specifiche che le 

cellule rivestono nell’organismo. 

I lipidi di membrana sono generalmente definiti come delle molecole anfipatiche, che 

contengono una regione idrocarburica che possiede una bassa affinità per l’acqua, e una 

porzione polare con elevata affinità per l’acqua. Nelle membrane cellulari animali i 

lipidi presenti in maniera predominante sono i fosfolipidi (fosfatidilcolina) e molecole 

idrofobiche come il colesterolo, ma in alcuni tipi di membrana, in particolar modo nelle 

membrane plasmatiche delle cellule nervose, sono presenti in quantità significative gli 

sfingolipidi. Le molecole lipidiche più suscettibili ad un attacco radicalico sono gli 

acidi grassi insaturi (UFA), in particolare i poliinsaturi (PUFA) presenti nei fosfolipidi 

e il colesterolo. 
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L’ossidabilità degli acidi grassi cresce con il numero dei doppi legami; quelli saturi e 

monoinsaturi sono poco ossidabili, quelli con due o più doppi legami sono tra le 

molecole più ossidabili presenti nei sistemi biologici. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Il processo di perossidazione lipidica (schema 1) inizia con l’estrazione dell’atomo 

d’idrogeno dal carbonio metilenico di un acido grasso poliinsaturo (LH) che porta alla 

formazione di un radicale libero centrato nel carbonio (L•), che richiama un elettrone da 

uno dei doppi legami adiacenti. Si genera così un sistema a doppi legami coniugati ed 

un nuovo radicale a livello dell’atomo di carbonio che precedentemente partecipava al 

doppio legame; questo radicale reagisce istantaneamente con l’ossigeno per formare un 

radicale lipoperossilico (LOO•) (Ursini, 1990). 

Questa è una reazione rapidissima, ma non è comunque da escludere che, in particolari 

condizioni, si possa avere un trasferimento dell’elettrone da parte di un’altra molecola, 

come un composto scavenger, che disattiva il radicale L•. Normalmente avviene la 

formazione del radicale lipoperossilico, che può estrarre un atomo di idrogeno da un 

altro acido grasso poliinsaturo trasformandosi in LOOH e formando un nuovo L•, che si 

Schema 1: Ossidazione degli acidi grassi insaturi. 

OO●OO●

OOH
OOH

•

c,t t,t Radicali perossilici

Idroperossidi

UFA

O2

R•

OO●OO●

OOH
OOH

•

c,t t,t Radicali perossilici

Idroperossidi

UFA

O2

R•
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comporta esattamente come il precedente, continuando la reazione a catena. La 

perossidazione lipidica, da questo punto di vista, dovrebbe progredire indefinitamente a 

seguito di una singola iniziazione, fino al completo consumo degli acidi grassi 

poliinsaturi. Ciò non avviene poiché i cicli di propagazione nelle membrane biologiche 

sono raramente più di due o tre, in quanto gli acidi grassi poliinsaturi non sono disposti 

in maniera contigua, ma generalmente sono distanziati da altri acidi grassi saturi, 

monoinsaturi o da colesterolo, che interrompono la catena (Ursini, 1990). 

La suscettibilità degli acidi grassi poliinsaturi all’attacco radicalico è particolarmente 

evidente nella distruzione delle membrane biologiche e nella formazione delle 

lipoproteine ossidate, con la produzione di perossidi lipidici e dei loro sottoprodotti 

come le aldeidi. Tra queste la malonildialdeide (MDA) e i 4-idrossi-2-alchenali come il 

4-idrossi-2-nonenale (4-HNE), rappresentano i maggiori prodotti terminali derivanti 

dalla rottura degli acidi grassi e dei relativi esteri (Uchida, 2000). La stabilità e l’elevata 

reattività sono caratteristiche che rendono queste molecole dannose verso altri 

costituenti presenti all’interno e all’esterno della cellula, come gli acidi nucleici e le 

proteine, causando alterazione della funzionalità cellulare (Del Rio et al., 2005). 

Un altro target della perossidazione lipidica è rappresentato dal colesterolo.  

Essendo uno dei lipidi insaturi maggiormente diffusi nel corpo umano, il livello di 

prodotti di ossidazione del colesterolo (ossisteroli) nei tessuti e nei fluidi umani è 

relativamente alto. Gli ossisteroli sono generati in vivo in seguito al processo di 

perossidazione lipidica nelle membrane biologiche e nelle lipoproteine (Lyons and 

Brown, 1999; Salonen, 2000), o enzimaticamente durante il catabolismo del colesterolo 

(Salonen, 2000). Possono inoltre provenire dall’alimentazione; una dieta 

eccessivamente ricca di colesterolo comporta anche una maggiore esposizione 

dell’organismo agli ossisteroli, che si possono formare durante la lavorazione e la 

conservazione dei cibi quali carni e prodotti lattiero-caseari (Lercker, 2005). 

Gli ossisteroli vengono prodotti nell’organismo attraverso la degradazione ossidativa 

del colesterolo (schema 2) mediata da radicali liberi (ossidazione non enzimatica), e 

possono essere considerati degli indicatori molecolari del processo perossidativo 

(Miyajima et al., 2001). 

L’attacco radicalico al colesterolo, simile a quello subito dagli altri lipidi, determina 

l’estrazione di un atomo di idrogeno e la formazione di un sito radicalico sul carbonio 

7, che reagisce successivamente con l’O2 molecolare producendo un radicale 
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perossilico. Questo radicale conserva la capacità di estrarre un ulteriore atomo di 

idrogeno da una molecola lipidica, generando l’idroperossido 7α-idroperossicolesterolo 

(7α-OOH), che per successiva epimerizzazione si trasforma in 7β-

idroperossicolesterolo (7β-OOH), isomero con una conformazione più stabile che si 

forma in modo predominante. I due idroperossidi sono prodotti instabili, che vengono 

rapidamente ridotti nei corrispondenti idrossiderivati come il 7α-idrossicolesterolo (7α-

OH) e il 7β-idrossicolesterolo (7β-OH), o disidratati con formazione di un oxo-

derivato, il 7-chetocolesterolo (7-cheto) (Adachi et al., 2001; Salonen, 2000). Gli 

ossisteroli 7-ossigenati (7α-OOH, 7β-OOH, 7α-OH, 7β-OH e 7-cheto) sono i principali 

ossisteroli che si formano in relazione alla perossidazione lipidica delle membrane 

biologiche e delle lipoproteine (Salonen, 2000); in particolare durante l’ossidazione 

delle lipoproteine, c’è una sostanziale formazione di 7β-OH e 7-cheto (Salonen, 2000; 

Zieden et al., 1999). 
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1.2 Prodotti di ossidazione dei lipidi biologici e patologie 
 

1.2.1 MDA: prodotto terminale della perossidazione lipidica 

 

La malonildialdeide (MDA) è il principale prodotto terminale della perossidazione 

lipidica; si può inoltre originare dall’attacco dei radicali liberi al deossiribosio e 

all’acido sialico (Halliwell and Whiteman, 2004) e da processi enzimatici coinvolti 

nella sintesi delle prostaglandine (Del Rio et al., 2005).  

L’MDA e diversi idrossialchenali sono tossici e mutagenici; possono infatti reagire con 

i gruppi funzionali delle proteine e del DNA, modificando la loro struttura molecolare 

(Burcham, 1998). 

Negli ultimi 20 anni la misura dell’MDA nei campioni biologici è stata ampiamente 

utilizzata come parametro di perossidazione lipidica nei soggetti affetti da diverse 

patologie (Del Rio et al., 2005). 

È ormai noto che la perossidazione lipidica è un fenomeno implicato nell’eziologia del 

cancro. In questo caso la molecola dell’MDA costituisce sia un marker che la causa del 

processo di iniziazione (Del Rio et al., 2005). 

Elevati livelli di MDA sono stati trovati nel plasma di soggetti affetti da tumore al seno 

e al polmone, tumore alla cervice uterina, tumori gastrici e in pazienti affetti da 

leucemia cronica (Del Rio et al., 2005). 

Fra le malattie altamente diffuse, in cui risulta implicato lo stress ossidativo, ricordiamo 

il diabete. Livelli altamente significativi di MDA sono stati trovati nel plasma di 

pazienti affetti da diabete mellito non-insulino dipendente (NIDDM) rispetto a soggetti 

sani; in questi pazienti è stato inoltre osservato un aumento dei livelli di MDA che è 

risultato correlato ad una diminuzione dei livelli di glutatione ed acido urico (Dierckx et 

al., 2003). Inoltre la quantità di MDA misurata nel plasma è risultata essere più elevata 

in pazienti diabetici che mostravano delle complicanze come neuropatia, nefropatia o 

retinopatia, rispetto a soggetti diabetici che non mostravano alcuna complicazione 

(Martin-Gallan et al., 2003). 

Un’elevata quantità di MDA è stata trovata anche nel plasma di pazienti affetti da 

aterosclerosi (Tamer et al., 2002) e da cirrosi (Loguercio and Federico, 2003). 
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1.2.2 Ossisteroli  

 

Gli ossisteroli, prodotti di ossidazione del colesterolo, mostrano diverse azioni nocive, 

come citotossicità, angiotossicità, carcinogenicità, mutagenicità, inibiscono la mitosi, 

incrementano l’apoptosi hanno effetti pro-ossidanti (Adachi et al., 2001; Smith and 

Johnson, 1989). 

Un aumento di ossisteroli è stato osservato in diverse condizioni patologiche. 

La loro presenza nelle placche aterosclerotiche umane suggerisce che giochino un ruolo 

attivo nel loro sviluppo (Adachi et al., 2001). In particolare il 7-cheto è uno dei più 

abbondanti ossisteroli trovati nelle placche ateromatose umane (Brown et al., 1997), 

probabilmente prodotto non-enzimaticamente in vivo (Lyons and Brown, 1999). 

Nel cervello e negli organi viscerali di pazienti affetti da aceruloplasminemia, malattia 

associata all’accumulo di ferro, è stato osservato un aumento di ossisteroli (7α-OH, 7β-

OH e 7-cheto) (Miyajima et al., 2001). Nei pazienti affetti da aceruloplasminemia il 

danno cellulare osservato è una conseguenza dello stress ossidativo causato 

dall’accumulo di ferro; è stato dimostrato che un incremento nella concentrazione di 

ferro in questi soggetti è associato ad un aumento dei prodotti della perossidazione 

lipidica nel siero e nel liquido cerebrospinale (Miyajima et al., 1998). La 

concentrazione degli ossisteroli nei pazienti affetti da questa patologia è risultata 

maggiore nel cuore piuttosto che negli altri organi e questo lo si può imputare al fatto 

che il cuore è un organo altamente ossigenato. La regione cerebrale in cui è stato 

osservato un minor accumulo di ossisteroli è il ganglio basale, mentre la concentrazione 

del 7-cheto è risultata essere circa quattro volte maggiore nel fegato, nel rene e nel 

plasma di questi pazienti rispetto ai controlli.  

In letteratura è stato riportato che il paraquat (1,1’-dimetil-4,4’-bipiridina), composto 

comunemente utilizzato come erbicida, è stato causa di molte morti per ingestione 

accidentale. Questa molecola induce perossidazione lipidica (Barabas et al., 1984; Hara 

et al., 1991), infatti all’interno della cellula entra in un ciclo ossido-riduttivo e può 

portare alla produzione di specie reattive dell’ossigeno come anione superossido, 

perossido d’idrogeno e radicali idrossilici (Autor, 1974; Winterbourn, 1981; Youngman 

and Elstner, 1981).  

Ishii e collaboratori hanno valutato il livello di ossisteroli nei polmoni, nei reni e nel 

fegato di individui che avevano ingerito paraquat (Ishii et al., 2002). Dopo 
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intossicazione acuta, subacuta e cronica, è stato osservato nell’uomo edema polmonare, 

necrosi dei tubuli renali e necrosi delle cellule lobulari epatiche, con incremento nei 

livelli degli ossisteroli (7α-OH, 7β-OH e 7-cheto), in particolare con valori di 7-cheto 

significativamente più alti rispetto ai controlli e rispetto agli altri ossisteroli. 

In un modello sperimentale di intossicazione cronica da etanolo (6/7 settimane) è stato 

osservato un notevole danno tissutale epatico, con un decremento di colesterolo ed un 

correlato e significativo incremento di 7-cheto, dovuto allo stress ossidativo. È noto che 

l’aumento degli ossisteroli epatici (7α-OH, 7β-OH e 7-cheto) ha delle implicazioni 

importanti nel danno epatico indotto da alcol, dovuto al loro effetto citotossico 

(Ariyoshi et al., 2002). 

Un aumento di ossisteroli, come 7α-OH, 7β-OH e 7-cheto, è stato anche osservato nel 

muscolo cardiaco di ratti alimentati cronicamente con etanolo, come risposta allo stress 

ossidativo e/o al processo di perossidazione lipidica, e in cuori di ratti diabetici; 

l’aumento degli ossisteroli in tale organo ha un ruolo importante nella patogenesi delle 

cardiomiopatie (Adachi et al., 2001; Matsui et al., 1997). 
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1.2.3 LDL ossidate 
 
Nel plasma i lipidi sono trasportati all’interno di particelle quasi sferiche denominate 

lipoproteine, dove si associano a proteine idrofiliche chiamate apolipoproteine (apo), le 

quali hanno una funzione strutturale, come apoB, A-1 e A-2, e fungono da ligandi di 

recettori di membrana, come apoB e apoE. Tra i costituenti lipidici ricordiamo i 

fosfolipidi e il colesterolo libero, i quali formano lo scheletro esterno, mentre i lipidi più 

idrofobici come i trigliceridi e il colesterolo esterificato formano il core delle 

lipoproteine (figura 1). In base al loro diametro, composizione, mobilità elettroforetica 

e, in particolare, alla loro densità, le lipoproteine possono essere classificate 

principalmente in: chilomicroni, lipoproteine a bassissima densità (VLDL), a densità 

intermedia (IDL), a bassa densità (LDL), ad elevata densità (HDL) e infine lipoproteine 

“a” (Lp(a)) (May et al., 1980). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Lipoproteina. 
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cellule muscolari lisce (Vannini, 2005), oltre che l’espressione di un certo numero di 

chemochine, liberate dalle cellule endoteliali, come la MCP-1 (proteina chemiotattica 

dei monociti) e il fattore di crescita M-CSF (fattore stimolante la crescita dei 

macrofagi) (Berliner et al., 1995). Inoltre le LDL ossidate possono provocare 

l’alterazione del tono vascolare in parte tramite l’inibizione della produzione di ossido 

nitrico, biodisponibile nella parete arteriosa, provocando fenomeni di vasocostrizione 

(Jialal and Devaraj, 1996; Reaven et al., 1999). 

Le modificazioni delle LDL possono verificarsi in vivo attraverso interazioni delle 

lipoproteine con le cellule della parete arteriosa, con i costituenti plasmatici come gli 

immuno complessi e inoltre con i componenti della matrice della parete arteriosa 

(Aviram, 1993). 

Le LDL possono essere ossidate mediante due vie, enzimatica e non-enzimatica. 

Studi condotti su colture di cellule normalmente presenti nella parete arteriosa, come 

macrofagi, cellule muscolari liscie e epiteliali, hanno mostrato come questi tipi cellulari 

possono indurre l’ossidazione delle LDL; infatti, le LDL possono essere immobilizzate 

all’interno delle pareti vasali e questo le rende suscettibili a fenomeni ossidativi, 

trasformandole in LDL ossidate (Reaven and Witztum, 1996). Uno degli agenti 

ossidanti presente nei fagociti e nelle cellule muscolari liscie è l’anione superossido 

generato per opera della NADPH ossidasi di membrana presente nei fagociti attivati; 

l’addizione della superossido dismutasi e di chelanti metallici inibisce l’ossidazione 

della componente lipidica delle LDL mediata da queste cellule (Jialal and Devaraj, 

1996). 

Inoltre all’interno dell’intima si creano dei microdomini dove le LDL risultano isolate 

dagli antiossidanti, maggiormente presenti nei compartimenti acquosi, ed aumenta così 

la loro suscettibilità all’ossidazione; probabilmente questo è il motivo per cui 

l’ossidazione delle LDL nel compartimento plasmatico e nel liquido extracellulare 

dell’intima è irrilevante, in quanto questi due ambienti risultano essere ricchi di 

molecole antiossidanti (Reaven and Witztum, 1996). 

All’interno dello spazio subendoteliale, i monociti si possono differenziare in 

macrofagi, i quali esprimono un gran numero di prodotti genici tra cui i recettori per le 

lipoproteine ossidate (recettori scavenger) che ne attivano la fagocitosi, formando le 

caratteristiche cellule schiumose presenti nelle placche ateromatose (Reaven and 

Witztum, 1996). 
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Le cellule della parete arteriosa contengono diversi enzimi, quali lipoprotein lipasi 

(LPL), colesterolo esterasi (CEase), fosfolipasi (PLase) A2, PLase C, PLase D e 

lipossigenasi (LPO), che possono indurre delle modificazioni dei costituenti lipidici 

delle LDL (Aviram, 1993). 

I colesteril esteri, i fosfolipidi e i trigliceridi presenti nelle LDL possono essere soggetti 

all’idrolisi dei loro acidi grassi e alla formazione di nuovi prodotti; l’idrolisi dei 

colesteril esteri porta alla formazione di colesterolo libero, mentre l’idrolisi dei 

trigliceridi porta a digliceridi, monogliceridi, glicerolo e acidi grassi. L’idrolisi dei 

fosfolipidi a causa della PLase A2 e della PLase C produce rispettivamente lisolecitina, 

inositolo fosfato e diacilglicerolo; la PLase D promuove il rilascio di gruppi alcolici e di 

acido fosfatidico sulla superficie della lipoproteina (Aviram, 1993). 

L’azione della LPO, in particolare la 15-LPO prodotta dalle cellule endoteliali della 

parete arteriosa, dai monociti e dai macrofagi, può causare la formazione di 

idroperossidi lipidici, inducendo l’ossidazione delle LDL. Infatti, studi in vitro hanno 

mostrato che gli inibitori della LPO contrastano l’ossidazione delle LDL, mediata da 

queste cellule (Aviram, 1993; Mertens and Holvoet, 2001). In topi knockout per apo E, 

nel caso in cui si induca l’inattivazione dei geni che esprimono la 12/15-LPO, 

diminuisce l’insorgenza dell’aterosclerosi, senza indurre modificazioni significative dei 

livelli di colesterolo, trigliceridi e lipoproteine plasmatiche. 

La mieloperossidasi, enzima escreto dai fagociti attivati, genera specie reattive come 

l’acido ipocloroso (HClO), cloramine, radicali tirosilici e biossido di azoto (NO2), che 

ossidano i lipidi, le proteine e gli antiossidanti presenti nelle LDL. Le specie reattive 

dell’azoto, prodotte dal sistema della mieloperossidasi-H2O2-NO2 presente nei 

monociti, convertono le LDL in forme aterogeniche che sono intrappolate e degradate 

dai macrofagi, processo che porta alla formazione delle cellule schiumose. 

L’utilizzo di anticorpi monoclonali specifici per LDL modificate da HClO, hanno 

rilevato la presenza di queste in prossimità di cellule endoteliali, monociti e macrofagi 

in lesioni aterosclerotiche umane (Mertens and Holvoet, 2001). 

Anche la p-idrossi-fenil acetaldeide (pHA), il principale prodotto di ossidazione della 

L-tirosina, prodotta dal sistema mieloperossidasi-HClO-H2O2 presente nei neutrofili 

attivati, è coinvolta nell’aterogenesi; infatti i livelli di fosfolipidi ossidati dalla pHA 

presenti nelle LDL isolate da lesioni aterosclerotiche umane sono risultati 
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significativamente più elevati rispetto a quelli misurati nelle LDL plasmatiche (Mertens 

and Holvoet, 2001). 

Anche il colesterolo dei colesteril esteri presenti nel core e il colesterolo libero presente 

nella superfice delle lipoproteine può subire delle modificazioni ossidative per via 

enzimatica; l’azione enzimatica della colesterolo ossidasi (CO) sul colesterolo non 

esterificato presente nelle LDL, porta alla formazione di prodotti ossidati con proprietà 

aterogene (Aviram, 1993). 

Tra i fattori che inducono modificazioni delle LDL che si verificano tramite la via non 

enzimatica ricordiamo i legami che si possono instaurare con immuno complessi, 

proteoglicani e carboidrati (Aviram, 1993). 

Anche i prodotti di ossidazione dei lipidi, che si possono formare durante la 

conservazione o la cottura dei cibi e che vengono assunti con la dieta, rivestono un 

ruolo importante nella fisiopatologia dell’aterogenesi; questi prodotti, tra cui gli 

ossisteroli, una volta assorbiti nell’intestino sono poi trasportati in circolo dalle 

lipoproteine causando quindi la formazione di LDL ossidate (Salonen, 2000). 

L’ossidazione dei gruppi tiolici, dovuta alla presenza di ioni metallici, porta alla 

formazione di radicali tiilici e superossido, che sono in grado a loro volta di 

promuovere l’ossidazione delle LDL (Jialal and Devaraj, 1996). Heinecke e 

collaboratori hanno ipotizzato che le cellule muscolari liscie delle arterie siano in grado 

di ridurre i gruppi disolfurici in tioli, i quali vengono esportati nello spazio 

extracellulare; l’ossidazione dei tioli induce la produzione dell’anione superossido in 

grado di promuovere l’ossidazione delle LDL. L’ossidazione in vitro delle lipoproteine 

mediata dai tioli, prodotti dalla riduzione della cisteina, omocisteina e GSH, in presenza 

di ioni metallici (Cu2+ e Fe3+), ha supportato questa ipotesi (Heinecke et al., 1993). 

Anche lo stato iperglicemico degli individui affetti da diabete mellito può essere una 

condizione che induce modificazioni ossidative delle LDL; diverse indagini 

epidemiologiche hanno rilevato che gli individui diabetici hanno dei livelli di rischio di 

contrarre patologie cardiovascolari da aterosclerosi significativamente più elevati 

rispetto ad individui non-diabetici (Anderson et al., 1999). 

Lo stress ossidativo riscontrato nel diabete mellito potrebbe risultare dall’azione dei 

radicali liberi generati dall’autossidazione del glucosio, presente in eccesso nel sangue 

(Lipinski, 2001); evidenze sperimentali mostrano come ci sia un aumento significativo 

dei livelli di MDA nel plasma e nei globuli rossi di pazienti diabetici e in soggetti 
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imparentati, in cui esiste una certa predisposizione genetica alla patologia, rispetto ai 

soggetti sani (Matteucci and Giampietro, 2000). 

Diverse evidenze sperimentali suggeriscono che l’aumentata suscettibilità 

all’ossidazione delle LDL valutata nei soggetti diabetici può essere un fattore che 

contribuisce allo sviluppo dell’aterosclerosi; è stato infatti osservato che alcuni 

parametri misurati durante l’ossidazione in vitro delle LDL isolate da pazienti diabetici 

risultano significativamente alterati rispetto a quelli misurati nelle LDL di pazienti non 

diabetici (Anderson et al., 1999): la lag phase misurata durante l’ossidazione delle 

LDL, isolate da questi pazienti, a 37 °C in presenza di rame risulta essere più breve del 

10% rispetto a quella misurata durante l’ossidazione delle LDL isolate da soggetti sani, 

nelle stesse condizioni sperimentali; inoltre in questi pazienti è stato osservato un 

aumento significativo dei livelli delle specie reattive all’acido tiobarbiturico e una 

marcata riduzione dei livelli dei gruppi amminici misurata mediante la metodica del 

TNBS (acido trinitrobenzen sulfonico) rispetto ai soggetti sani. Anche l’uptake di LDL 

isolate da pazienti diabetici e minimamente modificate mediante la conservazione a 4 

°C per diversi mesi, da parte di macrofagi isolati dal peritoneo di topo, è risultato più 

elevato rispetto a quello osservato in presenza di LDL isolate da soggetti sani 

(Anderson et al., 1999). 

I prodotti terminali della glicazione avanzata (AGE), che si formano tramite una serie di 

reazioni chimiche non-enzimatiche tra zuccheri ridotti, lipidi, proteine e acidi nucleici, 

vengono utilizzati come marker di stress ossidativo nell’aterosclerosi e nel diabete 

(Imanaga et al., 2000; Wautier and Schmidt, 2004). La perossidazione lipidica e la 

glicossidazione sono due fenomeni strettamente correlati e hanno un ruolo importante 

nel danno tissutale nell’aterogenesi, nel diabete e nell’invecchiamento. È stato infatti 

dimostrato che i lipidi e le proteine presenti nelle LDL glicate sono più suscettibili alle 

modificazioni ossidative, fenomeno che suggerisce l’implicazione della glicossidazione 

nella formazione delle LDL ossidate. 

La pentosidina e l’addotto Nε-(carbossi metil)lisina (CML), principali prodotti della 

glicossidazione, sono ampiamente utilizzati come marker di modificazioni ossidative 

delle proteine glicate nell’aterosclerosi e nel diabete. I superossidi hanno probabilmente 

un ruolo importante nel meccanismo con il quale la glicossidazione provoca 

modificazioni ossidative delle LDL; è stato dimostrato che prodotti terminali della 

glicazione avanzata, come i composti di Amadori, e i composti intermedi della reazione 
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di imbrunimento causano la formazione di superossidi. La CML è un prodotto derivato 

dalla scissione ossidativa dei composti di Amadori in presenza del radicale idrossile, il 

quale si genera dalla reazione di Fenton tra i composti di Amadori e il Fe2+ (Imanaga et 

al., 2000). 

La suscettibilità al processo ossidativo delle LDL, in vivo, può dipendere da diversi 

fattori classificati in “intrinseci” e “estrinseci” (Reaven and Witztum, 1996). 

Tra i fattori intrinseci ricordiamo: 

• il contenuto di antiossidanti quali l’α-tocoferolo, presente in maggiore quantità, 

carotenoidi, criptoxantina e ubiquinolo-10 (Mertens and Holvoet, 2001); 

• la quantità degli acidi grassi poliinsaturi e la loro distribuzione nella particella 

lipoproteica (nei fosfolipidi, presenti nello scheletro esterno, e nei trigliceridi e 

colesteril esteri nel core); 

• la dimensione della lipoproteina, proprietà inerente all’apoB-100; 

• il grado di glicazione non enzimatica. 

I fattori estrinseci comprendono: 

• il contenuto di proossidanti (metalli presenti in tracce e ceruloplasmina) e 

antiossidanti, come l’ascorbato, la bilirubina e l’urato, presenti nel plasma e nel fluido 

extracellulare; 

• la concentrazione di HDL e il contenuto di enzimi ad esse associati che 

degradano i lipidi ossidati, come la paraxonasi e la PAF (fattore attivante le piatrine)-

acetilidrolasi. Diversi studi hanno evidenziato la capacità delle HDL di inibire 

l’ossidazione delle LDL in vitro; 

• i fattori che inducono la permanenza delle LDL nel plasma e nell’intima 

(Reaven and Witztum, 1996); 

• la dieta, che può essere un fattore importante: diete arricchite in acidi grassi 

monoinsaturi (MUFA), piuttosto che in PUFA, potrebbero conferire una certa 

protezione mediante la formazione di particelle più resistenti all’ossidazione, 

ottimizzando i livelli di colesterolo nelle HDL e nelle LDL (Reaven and Witztum, 

1996). 
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1.3 Misura dello stress ossidativo 
 
Per stabilire il ruolo dello stress ossidativo nelle diverse patologie è necessario 

utilizzare dei metodi che siano in grado di valutare in modo corretto il danno ossidativo 

in riferimento a diversi parametri chiaramente misurabili. 

La maggior parte delle specie reattive generate in vivo ha un’emivita breve e per questo 

motivo non si può effettuare una loro misura diretta nei tessuti; fanno eccezione alcune 

molecole come l’H2O2 (Oldreive and Rice-Evans, 2001).  

Generalmente, per rilevare queste specie reattive, vengono seguite due vie (Halliwell 

and Whiteman, 2004): 

• diretta, tramite “l’intrappolamento” mediante specifiche sonde (tecnica spin 

trap); 

• indiretta, misurando i livelli del danno ossidativo causato dalle specie reattive. 

1.3.1 Misura di specie reattive in vivo 
 
L’unica tecnica che segnala la presenza dei radicali liberi direttamente e specificamente 

in vivo è la risonanza elettronica di spin (ESR), in quanto rileva molecole con elettroni 

spaiati. Tuttavia il metodo permette soltanto di misurare, in maniera “pulita”, specie 

non reattive in quanto quelle reattive, non accumulandosi in elevata quantità a causa 

della loro emivita breve, sono difficilmente rilevabili. Questo problema è stato risolto 

utilizzando “trappole” o “sonde” in grado di reagire con le specie interessate rendendole 

più stabili e quindi più facilmente misurabili con la tecnica dell’ESR (Halliwell and 

Whiteman, 2004). 

L’ESR è una tecnica ampiamente utilizzata sull’animale ma non ancora applicabile 

sull’uomo, in quanto non ci sono delle sonde prive di rischi per la salute umana 

(Berliner et al., 2001; Utsumi and Yamada, 2003). In ogni caso alcune sonde sono state 

utilizzate sui fluidi biologici e sui campioni di tessuto umani. Per esempio il DMPO 

(5,5-dimetil-1-pirrolina-N-ossido) è stato utilizzato per misurare i radicali liberi in 

biopsie di pelle umana e l’idrossilamina in biopsie di fegato (Halliwell and Whiteman, 

2004). Naturalmente le specie altamente reattive, come il radicale OH•, che si formano 

in vivo, non possono essere misurate sui campioni ex vivo a causa della loro emivita 

breve; in questo caso le sonde rilevano i radicali secondari, per esempio alcossile e 
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perossile, derivanti dalle reazioni che si verificano tra le specie reattive e le 

biomolecole. 

Anche l’acido ascorbico reagisce con un elevato range di radicali liberi e altre specie 

reattive, e uno dei prodotti derivanti dall’ossidazione della vitamina in presenza di 

specie reattive è il radicale semideidroascorbato, facilmente rilevabile con l’ESR. La 

misura di questo radicale secondario è stata utilizzata per valutare la presenza di 

radicali in organi, plasma e cute (Halliwell and Whiteman, 2004). 

Un problema che si incontra quando si impiega questa tecnica è che la maggior parte 

delle sonde che si utilizzano possono allontanare le specie reattive dal sistema che si sta 

analizzando, e se queste specie sono la causa del danno cellulare o tissutale che si sta 

osservando, queste sonde potrebbero avere un’attività di protezione nei confronti del 

danno stesso. Infatti, alcuni composti, che derivano dall’attività di scavenging di sonde 

utilizzate nello spin trap, sono inseriti in studi clinici (Halliwell and Whiteman, 2004). 

In diversi studi condotti in vivo si utilizza la misura dell’H2O2 nell’urina umana come 

indice di stress ossidativo (Long and Halliwell, 2000). 

L’analisi dei livelli di H2O2 è semplice e rapida, ma non è certo che i livelli misurati 

nelle urine umane si formino in vivo a causa di uno stress ossidativo presente 

nell’organismo. L’H2O2 presente nel fluido biologico potrebbe derivare dal tipo di 

alimentazione, come ad esempio dall’autossidazione dell’idrossi-idrochinone, composto 

presente nel caffè, facilmente assorbito dall’organismo (Halliwell et al., 2004). 

Nell’urina di pazienti affetti da tumore sono stati misurati livelli significativi di H2O2 

(Banerjee et al., 2003). Nonostante ciò i dati presenti in letteratura sono insufficienti per 

considerare l’H2O2 come un buon marker dello stress ossidativo generato in vivo 

(Halliwell et al., 2004). 
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1.3.2 Misura di marcatori di stress ossidativo  
 
I prodotti derivati dall’attacco delle specie reattive alle molecole biologiche sono 

importanti indici di un danno ossidativo (Halliwell and Gutteridge, 1989). 

1.3.2.1 Lipidi  
 
I lipidi possono essere ossidati, clorinati e nitrati da diverse specie reattive, ad 

eccezione dell’H2O2, NO• e O2
•-, che generalmente non reagiscono direttamente con 

essi (Halliwell and Gutteridge, 1989). Sono state sviluppate alcune tecniche per la 

misura dei lipidi clorinati e nitrati, in grado di evidenziare composti come il linoleato 

nitrato, misurato per esempio nel plasma umano (Thukkani et al., 2003). 

Esistono svariate metodiche per la misura dei prodotti della perossidazione lipidica, ma 

viene comunemente utilizzata la misura dei dieni coniugati e delle specie reattive 

all’acido tiobarbiturico (TBARS), come l’MDA e altre aldeidi (Halliwell and 

Gutteridge, 1989). 

La maggior parte delle metodiche utilizzate per determinare l’MDA, e in generale le 

specie reattive al TBA, sono state sviluppate sulla base della sua derivatizzazione con 

l’acido tiobarbiturico (TBA), in quanto la condensazione di queste due molecole da 

origine ad un addotto facilmente rilevabile spettrofotometricamente. Nonostante ciò, la 

specificità del test è bassa perché il TBA può reagire con diversi composti che, oltre 

all’MDA, si originano dall’ossidazione di biomolecole. È stato osservato che le 

concentrazioni di MDA o TBARS trovate nel plasma umano, misurate con questo 

metodo, sono piuttosto variabili (0-50 µmol/L), probabilmente a causa dell’ossidazione 

che i campioni subiscono durante l’analisi (Del Rio et al., 2005). 

Tuttavia questo test continua ad essere utilizzato in studi clinici, dando spesso dei 

risultati positivi e fornendo un’indicazione sui livelli di stress ossidativo presenti in 

alcune condizioni patologiche (Del Rio et al., 2005). Inoltre, in sistemi chimici il test è 

spesso utilizzato per valutare l’ossidabilità, piuttosto che l’ossidazione dei campioni. 

La reazione di condensazione, per l’analisi di campioni biologici, viene fatta avvenire 

ad elevate temperature (100 °C), procedura che può dare origine ad un ulteriore 

ossidazione della matrice che si sta analizzando e quindi ad una conseguente sovrastima 

del risultato; generalmente, per minimizzare questo errore, viene effettuata la 

precipitazione delle proteine prima dell’aggiunta del TBA (Del Rio et al., 2005). 
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Le sostanze reattive al TBA danno origine ad un composto colorato che può essere 

misurato per via colorimetrica o fluorimetrica, ma a causa della sua non specificità, per 

la misura dell’MDA in campioni biologici viene preferibilmente utilizzata la lettura in 

HPLC mediante rilevatore spettrofotometrico o fluorimetrico (Agarwal and Chase, 

2002; Chirico, 1994; Del Rio et al., 2003), in quanto tutti i parametri analitici, come la 

linearità del metodo, il limite di rilevamento, la specificità, la precisione, la stabilità del 

campione e le interferenze, permettono di fornire un valore più accurato. 

Anche la misura del 4-HNE, principale prodotto dell’ossidazione degli acidi grassi 

poliinsaturi, risulta essere importante per studiare gli effetti citopatologici che questa 

molecola è in grado di indurre in diverse patologie. Le metodiche principalmente 

utilizzate per la determinazione di questa molecola nei campioni biologici si basano 

soprattutto su tecniche cromatografiche, come l’analisi in HPLC, la cromatografia su 

strato sottile, l’analisi fluorimetrica e la gascromatografia associata a spettrometria di 

massa, quest’ultima tecnica recentemente utilizzata per quantificare il 4-HNE nel 

plasma, nell’urina e nel liquido cerebrospinale (Therond et al., 2000). 

La formazione dei dieni coniugati, strutture molecolari caratterizzate da due doppi 

legami intervallati da un legame semplice, è una delle reazioni preliminari della 

perossidazione lipidica. Questa struttura assorbe nell’ultravioletto a 230-235 nm e 

questo range di assorbanza viene utilizzato per la sua misura. Un gran numero di 

sostanze assorbono nell’ultravioletto (es. purine, pirimidine, composti carbonilici e 

eme-proteine), perciò la misura dei dieni nei fluidi biologici come il plasma e il siero, 

non può essere effettuata direttamente, ma solo dopo l’estrazione della frazione lipidica 

con l’utilizzo di solventi organici (ad es. cloroformio/metanolo); inoltre l’utilizzo della 

tecnica spettrofotometrica in derivata seconda migliora la sensibilità del metodo e 

l’HPLC permette la separazione delle diverse forme dei dieni coniugati. Tuttavia 

interpretare l’aumento dell’assorbimento a circa 234 nm nei campioni biologici non è 

facile (Banni et al., 1996b), rispetto alla loro determinazione in semplici test di 

perossidazione lipidica di lipidi puri o di lipoproteine (Esterbauer et al., 1989). 

Un altro parametro misurato in vivo e in vitro in presenza di stress ossidativo è il livello 

degli idroperossidi dei lipidi, come gli idroperossidi dei colesterilesteri 

abbondantemente presenti nel plasma (Bowry et al., 1992; Frei et al., 1988), oltre a 

quelli che si formano dagli acidi grassi poliinsaturi. 
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Gli isoprostani, famiglia di eicosanoidi, si formano nei tessuti, per via non enzimatica, 

dall’attacco dei radicali liberi sui fosfolipidi. Ad esempio l’8-isoprostano (8-epi-

prostaglandina F2α) è un marker utilizzato in vivo per stabilire un deficit antiossidante e 

stress ossidativo. Esso deriva dall’ossidazione dall’acido arachidonico inizialmente 

presente nelle membrane fosfolipidiche e successivamente rilasciato dalla fosfolipasi 

nei liquidi biologici (Roberts and Morrow, 2000). 

Questi composti sono inoltre prodotti terminali stabili della perossidazione lipidica nei 

fluidi e nei tessuti umani e sono interessanti in quanto, misurati nelle urine, sono un 

importante indice quantitativo dello stress ossidativo in vivo. I metodi principalmente 

utilizzati per quantificare gli isoprostani nei fluidi biologici sono la spettrometria di 

massa e metodi immunologici; anche la gascromatografia accoppiata alla spettrometria 

di massa risulta essere un metodo accurato e sensibile (Nourooz-Zadeh et al., 1995). 
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1.4 Modelli sperimentali di stress ossidativo 
 

1.4.1 Ossidazione delle LDL 
 

La scoperta delle diverse attività biologiche, soprattutto aterogene, delle LDL ossidate 

diede inizio ad una serie di studi finalizzati a capire il contributo del processo ossidativo 

nella patogenesi dell’aterosclerosi. L’ossidazione delle LDL in vivo è stata studiata 

utilizzando dei modelli sperimentali che hanno permesso di estendere le ipotesi sui 

possibili meccanismi che scatenano le modificazioni ossidative delle particelle 

lipoproteiche in condizioni patologiche. 

I modelli principalmente utilizzati sono (Jialal and Devaraj, 1996): 

•  l’ossidazione delle LDL mediata da diversi tipi cellulari; 

•  l’ossidazione indotta da vari agenti ossidanti. 

Le LDL possono essere ossidate in vitro mediante diversi tipi cellulari della parete 

vasale, come cellule endoteliali, cellule muscolari liscie e macrofagi. 

Alcuni studi sperimentali hanno riportato che le LDL sono tossiche in colture di cellule 

vascolari in determinate condizioni; questa caratteristica può essere dovuta 

all’ossidazione della porzione lipidica delle lipoproteine, ad esempio, durante un calo di 

difese antiossidanti nel compartimento plasmatico. L’utilizzo di cellule endoteliali di 

vena ombelicale umana e cellule muscolari liscie vascolari ha mostrato che tali cellule 

possono modificare le LDL, aumentandone la mobilità elettroforetica, riducendo il 

rapporto tra colesterolo totale e proteine e aumentando la degradazione da parte dei 

macrofagi (Morel et al., 1984). 

È stato inoltre dimostrato che i neutrofili umani attivati e i monociti sono in grado di 

ossidare le LDL attraverso un meccanismo che viene inibito dalla superossido 

dismutasi e da chelanti metallici (Jialal and Devaraj, 1996).  

Le LDL possono inoltre essere ossidate da alcuni enzimi cellulari come la 15-

lipossigenasi, che converte gli acidi grassi poliinsaturi in lipidi idroperossidi. La 

lipossigenasi e la fosfolipasi A2, isolate dai semi di soia, sono state utilizzate per 

ossidare le LDL in assenza di cellule (Sparrow et al., 1988). 

L’ossidazione delle LDL in vitro può anche essere indotta utilizzando l’AAPH (2,2-

azobis[2-amidinopropano]diidrocloride), un azocomposto solubile in acqua la cui 



 24

decomposizione termica porta alla formazione di carbonili in grado di reagire con 

l’ossigeno molecolare per dare radicali perossilici (Liegeois et al., 2000; Ross, 1993). 

La ceruloplasmina, la mieloperossidasi e la lactoperossidasi H2O2-dipendente e il 

perossinitrito sono altri agenti ossidanti utilizzati per effettuare l’ossidazione delle LDL 

(Burkitt, 2001), oltre all’impiego di tioli ossidati in presenza di ioni metallici, che 

inducono la formazione di radicali tiilici e superossido (Jialal and Devaraj, 1996). 

Tra i sistemi in vitro più adottati per ossidare le LDL ricordiamo inoltre l’ossidazione 

mediata da metalli di transizione (Abuja and Albertini, 2001; Jialal and Devaraj, 1996).  

In questo modello ossidativo in vitro sono considerati diversi parametri, come la lag 

phase o lag time, il tempo di propagazione e lo stato massimo dell’ossidazione delle 

LDL. Il lag time viene definito come il tempo che intercorre tra l’addizione del metallo, 

o di altri ossidanti, alle LDL e il tempo di inizio dell’ossidazione. Questa misura riflette 

lo stato degli antiossidanti presenti nella struttura lipoproteica, infatti, un lungo lag time 

indica una elevata resistenza all’ossidazione dovuta all’azione protettiva degli 

antiossidanti (Lapointe et al., 2006; Pedersen et al., 2003). Un altro parametro 

ampiamente impiegato per valutare la suscettibilità all’ossidazione delle LDL durante 

l’ossidazione indotta da metalli è la misura dei dieni coniugati (Pedersen et al., 2003). 

Le LDL incubate per 8-16 ore in presenza di rame (Cu2+), alle concentrazioni di 5-10 

µM presentano un elevato grado di ossidazione e proprietà biologiche importanti, quali 

la stimolazione del rilascio del fattore MCP-1 e M-CSF da parte delle cellule 

endoteliali, rispetto ad altre lipoproteine con un grado di ossidazione più basso, dette 

lievemente modificate. Il grado di ossidazione dipende dalle condizioni sperimentali 

utilizzate ma anche dalla composizione iniziale delle LDL: le LDL ricche in acidi grassi 

poliinsaturi verranno maggiormente ossidate rispetto a particelle che hanno una quantità 

più elevata di acidi grassi saturi e monoinsaturi (Morel et al., 1984). 

Le LDL ossidate possono essere determinate nel plasma umano con metodi 

immunochimici, tramite l’impiego di anticorpi monoclonali come FOH1a/DLH3 (Itabe 

et al., 1996) e 4E6 (Holvoet et al., 1998), generalmente tra i più utilizzati. 
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1.4.1.1 Ossidazione delle LDL mediata dal rame 
 
Il Cu2+ è in grado di indurre perossidazione lipidica nelle LDL. I meccanismi chimici 

proposti in letteratura con i quali il Cu2+ induce questo processo sono diversi; lo studio 

dell’ossidazione delle LDL in vitro in presenza del metallo può essere utile per 

l’importante rilevanza fisiologica che può rivestire in alcune condizioni patologiche 

(Burkitt, 2001).  

Per esempio in lesioni aterosclerotiche umane sono stati trovati ioni metallici, come il 

ferro e il rame, in forme catalitiche in grado di catalizzare la formazione di radicali 

liberi; anche il rame trasportato nel sangue dalla ceruloplasmina può portare, in 

determinate condizioni in vitro, all’ossidazione delle LDL (Smith et al., 1992). 

La presenza nel plasma di metalli in eccesso potrebbe anche portare all’ossidazione di 

alcune biomolecole ed essere quindi la causa di patologie legate all’ossidazione del 

compartimento plasmatico (Frei and Gaziano, 1993). Come precedentemente descritto, 

studi epidemiologici dimostrano come l’ossidazione delle LDL può avere, nell’uomo, 

un ruolo causale nell’aterosclerosi e in condizioni patologiche ad essa connesse, come 

patologie cardiovascolari e ischemia (Reaven et al., 1999). Colture di cellule endoteliali 

o di cellule muscolari liscie dei vasi possono indurre modificazioni ossidative delle 

LDL, e le LDL modificate possono essere riconosciute dal recettore per le LDL 

acetilate; la modificazione mediata da queste cellule è di tipo ossidativo, essendo 

dovuta alla perossidazione lipidica indotta dai radicali liberi, fenomeno che può essere 

mimato impiegando come modello sperimentale l’ossidazione delle LDL in presenza di 

forme metalliche attive come il rame (Steinbrecher, 1987). 

Le LDL sono presenti anche nel cervello, in questo sito possono essere esposte ai 

prodotti della perossidazione lipidica, che si formano nelle cellule neuronali, a causa 

delle specie reattive dell’ossigeno presenti in questo ambiente. Uno studio condotto su 

questi tipi cellulari ha mostrato che le LDL ossidate risultano essere citotossiche nei 

confronti dei neuroni, ed è stato ipotizzato un possibile coinvolgimento nella 

degenerazione neuronale e quindi nelle patologie neurodegenerative. Inoltre elevati 

livelli di ROS e tracce di metalli di transizione come il rame e il ferro, sono stati 

misurati in alcuni disordini neurodegenerativi (Keller et al., 1999).  
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Tra i meccanismi proposti in letteratura con i quali il rame ossida le LDL ricordiamo: 

l’interazione con gli idroperossidi dei lipidi, e l’azione sull’α-tocoferolo e tioli (Burkitt, 

2001). 

Il rame Cu2+ può reagire con gli idroperossidi dei lipidi (agenti riducenti) presenti nelle 

LDL (schema 3) (Burkitt, 2001) e dare origine al radicale perossile (LOO•) e alcossile, 

(LO•) che possono causare l’ossidazione degli acidi grassi poliinsaturi attraverso 

l’estrazione di un atomo di idrogeno, dando inizio al processo di propagazione ossigeno 

dipendente. 

 

 

 

 

 

La forma ridotta Cu+ può generare specie chimiche altamente reattive, mediante una 

reazione simile alla reazione di Fenton, in grado di iniziare il processo ossidativo (Lin 

et al., 2006). 

L’α-tocoferolo è l’antiossidante liposolubile più abbondante presente nelle LDL 

umane; la sua attività antiossidante di scavenging nei confronti del radicale perossile 

sopprime la perossidazione lipidica che si può verificare nelle lipoproteine, e porta alla 

formazione del radicale tocoferile. È stato dimostrato che in determinate condizioni 

sperimentali e in presenza di Cu2+, l’α-tocoferolo può anche agire da proossidante 

causando la riduzione del rame, che a sua volta porta alla riduzione dell’idroperossido 

in radicale alcossile (schema 4) (Burkitt, 2001). 

 

 

 

 

 

Un altro agente riducente presente all’interno delle lipoproteine è rappresentato dai 

gruppi tiolici (RSH) della cisteina dell’apoB. L’apoB delle LDL contiene 25 residui di 

cisteina, alcuni dei quali sono presenti nella superficie della lipoproteina sotto forma di 

tioli liberi, mentre i restanti sono localizzati principalmente nella regione idrofobica. 

Considerando che all’interno delle LDL sono presenti soltanto 6 molecole di α-
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Schema 3: Reazione tra gli idroperossidi dei lipidi e il rame. 

Schema 4. Reazione tra l’α-tocoferolo e il rame. 
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Cu +
+ LOOH Cu 2++ LO• + OH-

α-Toc-O•



 27

tocoferolo, è più probabile la riduzione del Cu2+ da parte dei residui tiolici dell’apoB 

(Burkitt, 2001). 

In soluzione libera, la riduzione del Cu2+ mediata da RSH porta alla formazione del 

corrispondente disulfide (RSSR) (schema 5): 

 

 

 

 

Il metodo in vitro descritto è stato messo più volte in discussione, in quanto le quantità 

di rame utilizzate non rispecchiano la concentrazione fisiologica molto più bassa, 

risultando quindi in eccesso rispetto a quanto riscontrabile in vivo (Lapointe et al., 

2006), anche se potrebbero essere importanti per valutare la condizione da accumulo di 

rame che si verifica in alcune patologie. 

È stato ampiamente dimostrato che l’aumento della produzione dei radicali liberi e il 

danno ossidativo, generato dall’alterazione dell’omeostasi del rame, sono coinvolti in 

processi neurodegenerativi caratteristici di alcuni disordini genetici del sistema nervoso 

centrale, come la patologia di Menke e di Wilson, e in patologie neurodegenerative 

quali la patologia di Alzheimer (Rossi et al., 2006).  

Schema 5: Riduzione del rame in presenza di tioli. 

Cu2+ + RSH Cu ++ + H +½ RSSRCu2+ + RSH Cu ++ + H +½ RSSR
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1.4.2 Colture cellulari 
 
Le colture cellulari rappresentano un modello relativamente semplice per la misura 

dell’ossidazione dei lipidi di membrana (Kehrer, 2000); il danno ossidativo di questa 

componente cellulare può avere un ruolo fondamentale in numerosi processi patologici 

(Halliwell and Gutteridge, 1989). 

I fenomeni conseguenti ad uno stress cellulare acuto includono: 

 alterazione dell’omeostasi del calcio intracellulare; 

 attivazione di proteasi Ca2+-dipendenti; 

 alterazione della quantità di proteine tioliche; 

 danni al DNA; 

 variazioni delle funzioni mitocondriali; 

 perossidazione dei lipidi di membrana (Masaki et al., 1989). 

Una comune classe di composti ossidanti ampiamente utilizzati per indurre 

perossidazione dei lipidi di membrana sono i metalli di transizione. È noto che i metalli 

di transizione agiscono come catalizzatori del danno ossidativo delle macromolecole 

biologiche; diverse evidenze sperimentali hanno mostrato che i metalli come il rame, il 

ferro, il cadmio e altri metalli di transizione hanno la capacità di indurre la produzione 

di specie reattive dell’ossigeno e conseguentemente perossidazione lipidica, danno al 

DNA, deplezione di sulfidrili e alterazione dell’omeostasi del calcio (Stohs and Bagchi, 

1995).  

Un altro agente ossidante particolarmente utilizzato nei modelli di stress ossidativo in 

colture cellulari è l’H2O2. L’H2O2 attraversa la membrana cellulare, utilizzando canali 

ionici idrofili, e all’interno della cellula induce la produzione di radicali idrossilici, 

altamente reattivi nei confronti di DNA, proteine e lipidi, causando un danno cellulare 

(Halliwell et al., 2000). La sua proprietà ossidante viene anche utilizzata per valutare le 

proprietà antiossidanti di molecole naturali in colture cellulari; recentemente è stata 

valutata l’attività antiossidante di due diterpeni presenti nel caffè in una linea di 

fibroblasti di topo (NIH3T3) ossidati con H2O2 (Lee and Jeong, 2007). 

Tra le sostanze utilizzate per indurre l’ossidazione dei lipidi di membrana in colture 

cellulari, ricordiamo il terz-butilidroperossido (Alia et al., 2006; Goya et al., 2007). 
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1.4.2.1 Ossidazione mediata dal tBH in colture cellulari 
 

Il terz-butilidroperossido (tBH) è un idroperossido organico in grado di stimolare la 

perossidazione lipidica in un sistema biologico contenente membrane, come quello 

delle colture cellulari (Masaki et al., 1989). Il tBH può subire una reazione di 

frammentazione radicalica, chiamata β-scissione, con formazione del radicale alcossile 

che comporta la formazione di un radicale centrato sul carbonio e di un composto 

carbonilico (schema 6).  

 

 

 

 

 

 

Il radicale alcossile formato può iniziare la perossidazione dei lipidi di membrana per 

estrazione di un atomo di idrogeno da un acido grasso poliinsaturo presente nei 

fosfolipidi di membrana. Il radicale lipidico generato può reagire con l’ossigeno 

molecolare per iniziare la decomposizione dei lipidi di membrana, innescando quindi il 

processo perossidativo della cellula. 

La sua azione ossidante può essere esplicata attraverso altri meccanismi d’azione 

(schema 7): 

• decomposizione catalizzata da metalli, disponibili nel sistema biologico in una 

forma redox-attiva; per ottenere la decomposizione del tBH vengono aggiunte quantità 

catalitiche di ferro (10-100 µM) in quanto, generalmente, all’interno della cellula 

questo metallo viene chelato in modo tale da rendere difficile la sua entrata in un ciclo 

redox (Davies and Slater, 1987; Younes and Wess, 1990); 

• decomposizione mediata da eme, che funge da perossidasi, con formazione del 

radicale perossile. In un sistema biologico, qualsiasi tipo di eme è in grado di indurre la 

decomposizione del tBH (Davies, 1988); 

• decomposizione mediata dal citocromo P-450, attraverso una reazione di tipo 

perossidasico o attraverso una reazione di riduzione (Blake and Coon, 1980). In questo 

Schema 6: Frammentazione radicalica del terz-butilidroperossido. 
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ultimo caso si ha la formazione di un radicale alcossile e non del perossile prodotto 

dalla reazione perossidasica (Davies and Slater, 1987). 

Inoltre il tBH determina l’ossidazione del glutatione ridotto (GSH) e diminuzione della 

vitalità cellulare. Il meccanismo di citotossicità viene esplicato in quanto 

l’idroperossido viene metabolizzato dalla glutatione perossidasi (GSH-px) 

determinando la deplezione del GSH e formazione del disolfuro (GSSG), che ad opera 

della glutatione reduttasi provoca l’ossidazione del NADPH a NADP (schema 7). La 

deplezione del GSH e l’ossidazione del NADPH provocano l’alterazione dell’omeostasi 

del Ca2+, evento critico nella formazione dei blebs (Rush et al., 1985), caratteristici 

rigonfiamenti della membrana cellulare che si formano quando la cellula è sottoposta a 

stress ossidativo in presenza di tBH (Chen et al., 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Schema 7: Meccanismo di morte cellulare indotto dal terz-butilidroperossido. 
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1.4.3 Misura del danno ossidativo in vivo: modello sperimentale del FeNTA 
 

Il modello sperimentale del nitrilotriacetato ferrico (FeNTA) è un interessante modello 

per valutare lo stress ossidativo indotto dal radicale idrossilico OH•, prodotto in vivo in 

presenza di ferro (Inoue and Kawanishi, 1987). 

Il FeNTA, (CH2CNCOO)3Fe, è un complesso dove il ferro in forma Fe3+ è legato a tre 

molecole di acido nitrilotriacetico (NTA), un composto che si trova in diversi tipi di 

detergenti utilizzati nelle case e negli ospedali (Iqbal et al., 2003). Questo composto 

viene inoltre ampiamente utilizzato per prevenire l’accumulo dei minerali nel campo 

della fotografia, nell’industria tessile e nella produzione della carta e della cellulosa 

(Khan et al., 2004). 

Nel FeNTA, l’NTA forma con il metallo un complesso dove solo tre siti di legame sono 

occupati e l’attività catalitica è particolarmente elevata (Toyokuni and Sagripanti, 

1992). Il Fe così legato viene indicato come Fe chelato “catalitico” (Toyokuni, 1996). 

Lo stato redox-attivo del ferro nel composto è responsabile della produzione dei radicali 

liberi dell’ossigeno, ritrovati nel siero dei ratti trattati con il FeNTA (Liu et al., 1991; 

Zhang et al., 1995). 

È stato dimostrato che il FeNTA è un potente nefrotossico e una somministrazione 

ripetuta del composto, tramite iniezione intraperitoneale, è in grado di indurre 

carcinoma renale nei topi e nei ratti (Ebina et al., 1986). Inoltre nel rene di ratti trattati 

con il FeNTA sono stati misurati elevati livelli di MDA, HNE e proteine modificate 

dall’HNE, altre specie reattive all’acido tiobarbiturico e prodotti derivati 

dall’ossidazione del DNA, come l’8-idrossideossiguanosina (8-OH-dG), indici di un 

forte danno ossidativo (Umemura et al., 1990a, b). Tra i possibili meccanismi con i 

quali viene esplicata l’azione tumorigenica nel rene, vi è l’implicazione della 

cicloossigenasi, stimolata dallo stress ossidativo indotto dal FeNTA, che determina la 

produzione di prostaglandine PGF2α, responsabili dell’induzione e del mantenimento di 

un processo iperproliferativo nell’organo (Iqbal et al., 1997). 

È stato dimostrato che nei roditori il FeNTA è diabetogenico e induce rapidamente 

iperglicemia (Awai et al., 1979; May et al., 1980; Yamanoi et al., 1984). Il modello del 

FeNTA è stato anche proposto per lo studio dell’emocromatosi, in quanto il composto 

viene prevalentemente accumulato nelle cellule parenchimali del fegato (Parmley et al., 
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1981). Il FeNTA agisce come potente promotore tumorale a livello epatico in seguito a 

somministrazione cronica (Iqbal et al., 1995). 

L’iniezione intraperitoneale (IP) di una dose sub-letale di FeNTA induce un notevole 

stress ossidativo, causato da un’elevata produzione di radicali liberi a causa 

dell’eccesso di ferro. La nefrotossicità indotta da FeNTA è in parte dovuta alla 

produzione di radicali, principalmente OH•, stimolata da ferro (Qi et al., 1999). 

Dopo IP, il complesso Fe3+NTA attraversa il mesotelio e tramite la vena porta arriva al 

fegato (Awai et al., 1979). Una parte del ferro viene trasferita dal Fe3+NTA alla 

transferrina ed entra quindi negli epatociti (Bates and Schlabach, 1973); il resto entra in 

circolo e viene filtrato attraverso i glomeruli nel lume dei tubuli prossimali renali, dove 

è ridotto a Fe2+NTA dalla cisteina presente come prodotto di degradazione del 

glutatione (Okada et al., 1993; Toyokuni et al., 1990; Toyokuni and Sagripanti, 1993). 

Il complesso così ridotto è in grado di catalizzare la formazione di radicali, mediante la 

reazione di Fenton e di Haber-Weiss (Preece et al., 1988; Toyokuni, 1996) (schema 8), 

e scatenare una intensa perossidazione lipidica nelle membrane dei microvilli, con 

conseguente danno al DNA. Il Fe2+NTA è infatti in grado di catalizzare diverse reazioni 

con l’O2 o con le sue specie radicaliche (Kimoto et al., 2000; Preece et al., 1988): 

 

 

 

 

 

 

 

In seguito alla degenerazione delle cellule del tubulo prossimale renale si osserva, nel 

tempo, una necrosi: i reni appaiono bianchicci con piccole placche diffuse (Toyokuni et 

al., 1994). 

In questo modello sperimentale i topi si sono mostrati più suscettibili dei ratti ai danni 

provocati dallo stress ossidativo ed i maschi più delle femmine (Li et al., 1987; 

Toyokuni et al., 1990). 

Inoltre, nei ratti, si ha un incremento nel fegato di sostanze reattive all’acido 

tiobarbiturico (TBARS), mentre nel plasma si osserva un aumento dei livelli di 
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Schema 8: Reazione di Fenton e di Haber- Weiss. 
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transaminasi come indice di danno epatico (Suzumura et al., 2000). È stato osservato 

che il livello di idroperossidi aumenta nel fegato e nel rene dei ratti dopo 2 ore dall’IP 

di FeNTA (Ikeda et al., 1998).  

L’estensione del danno ossidativo è stata inoltre valutata mediante la misura del 

“potenziale antiossidante” a livello cellulare, come l’attività degli enzimi antiossidanti 

(ornitina decarbossilasi, glutatione perossidasi, glucosio-6-fosfato deidrogenasi, 

glutatione reduttasi, glutatione-S-transferasi e catalasi) e la concentrazione di molecole 

antiossidanti come il glutatione. In corrispondenza del momento di massimo danno 

ossidativo, si è osservato un forte calo dell’attività enzimatica e della quantità di 

antiossidanti disponibili (Ansar et al., 1999; Athar and Iqbal, 1998; Iqbal and Athar, 

1998; Iqbal et al., 1998). 

In seguito all’esposizione dei ratti ad una dose sub-letale di FeNTA è stato osservato un 

consumo di acidi grassi poliinsaturi (PUFA), un incremento del valore dei dieni 

coniugati e un decremento degli antiossidanti cellulari (α-tocoferolo e glutatione) nel 

fegato e nel rene (Deiana et al., 2001); inoltre è in grado di causare l’ossidazione della 

frazione lipidica del plasma, probabilmente il primo target del processo ossidativo 

indotto dal complesso (Deiana et al., 2005). 

Il danno ossidativo della frazione lipidica del plasma è stato osservato dopo un’ora dal 

trattamento, con un significativo consumo dei principali acidi grassi insaturi e un 

corrispondente aumento degli idroperossidi degli acidi grassi; è stata anche evidenziata 

una diminuzione di α-tocoferolo. 

Il trattamento in acuto con una dose sub-letale induce anche la variazione del 

colesterolo e un aumento del suo principale prodotto di ossidazione 7-cheto, nel plasma, 

rene e fegato (Rosa et al., 2005b). È stato osservato un significativo incremento con il 

tempo della concentrazione del 7-cheto nel plasma, nel rene e nel fegato degli animali 

trattati con il FeNTA, con un andamento inversamente correlato al consumo di 

colesterolo. 

In questo modello sperimentale il plasma ed il rene sono risultati i primi e principali 

target della perossidazione lipidica indotta dal FeNTA. Nel fegato la progressione del 

processo ossidativo è risultata inferiore e di minore entità. 
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1.5 Antiossidanti  
 

Gli antiossidanti sono sostanze in grado prevenire il danno ossidativo, interagendo con i 

radicali liberi, sopprimendone la loro formazione (antiossidanti preventivi o preventive 

antioxidants), contrastando l’attacco ai target biologici (radical scavenging o chain 

breaking antioxidants) o partecipando ai meccanismi di riparazione cellulare (Rice-

Evans et al., 1995). 

All’interno del nostro organismo sono presenti diversi tipi di antiossidanti, molti dei 

quali derivano dalla dieta; questi ultimi hanno il compito di coadiuvare l’azione degli 

antiossidanti endogeni nella difesa dall’attacco radicalico. 

Gli antiossidanti vengono classificati in due gruppi principali: antiossidanti enzimatici e 

non-enzimatici (schema 9) (Ratnam et al., 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Schema 9: Classificazione degli antiossidanti. 
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Gli antiossidanti enzimatici, come la catalasi, la glutatione perossidasi e la superossido 

dismutasi, vengono sintetizzati all’interno delle cellule, mentre quelli non-enzimatici, 

come le vitamine e i polifenoli, provengono principalmente dalla dieta, ad eccezione 

degli antiossidanti a basso peso molecolare e i cofattori enzimatici. I polifenoli 

rappresentano la maggior parte degli antiossidanti introdotti tramite la dieta e vengono a 

loro volta classificati in diversi gruppi, tra cui gli acidi fenolici e i flavonoidi (Ratnam 

et al., 2006). 
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1.5.1 Antiossidanti nella dieta e salute 
 

Il mondo vegetale fornisce una serie di sostanze chimiche che esercitano potenti attività 

biologiche; tali componenti vengono denominati genericamente sostanze fitochimiche 

(Carratu and Sanzini, 2005). Un elevato numero di queste sostanze esercita un’attività 

biologica così marcata da poterla definire farmacologica, mentre altri possono produrre 

effetti avversi o effetti tossici. 

Studi epidemiologici hanno accertato che diete ricche di alimenti di origine vegetale 

contribuiscono alla prevenzione di diverse patologie (Kaur and Kapoor, 2001), quali 

malattie cardiovascolari, metaboliche, neurodegenerative, patologie infiammatorie 

(Carratu and Sanzini, 2005) e alcuni tipi di tumore, tra cui il tumore della bocca e della 

faringe, dell’esofago, del polmone, dello stomaco e del colon (Glade, 1999). 

In particolare la frutta e la verdura contengono livelli significativi di molecole 

antiossidanti, che possono contribuire al mantenimento della salute umana; è stato 

infatti dimostrato che il loro consumo aumenta la capacità antiossidante nel plasma, 

fattore importante per la prevenzione dell’aterosclerosi (Cao et al., 1998). 

La dieta mediterranea è un modello nutrizionale ispirato alle abitudini alimentari 

tradizionali dei paesi del bacino del Mar Mediterraneo, in particolare Italia meridionale, 

Grecia e Spagna. Questo modello è caratterizzato da un elevato consumo di frutta e 

verdura, pane, cereali, olio extravergine di oliva e pesce, elementi importanti nella 

prevenzione di patologie quali l’obesità e il diabete di tipo 2 (Schroder, 2007). I primi 

studi risalgono al fisiologo americano Ancel Keys che condusse uno studio 

epidemiologico denominato Seven Countries Study, nel quale definì il concetto di dieta 

mediterranea (Keys et al., 1986). 

In modelli animali è stato dimostrato che gli antiossidanti, in particolare la vitamina E, 

sono in grado di migliorare la resistenza insulinica, fenomeno causato dalla forte 

condizione di stress ossidativo che si verifica nel diabete di tipo 2; infatti bassi livelli di 

vitamina E nel plasma possono essere un fattore di rischio nell’insorgenza di questa 

patologia (Salonen et al., 1995). 

Una dieta ricca in carotenoidi e la presenza di carotenoidi nel plasma sono stati 

inversamente associati alla concentrazione di glucosio e alla resistenza insulinica, 
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misurati nel plasma di soggetti che presentavano un elevato rischio di contrarre il 

diabete di tipo 2 (Ford et al., 1999; Ylonen et al., 2003). 

In diversi studi epidemiologici è stato osservato come il consumo di frutta e verdura 

può essere un fattore importante nel contrastare l’insorgenza del tumore: da un’indagine 

epidemiologica effettuata in Finlandia è emerso che le persone che consumano una 

dieta ricca in flavonoidi hanno una minore probabilità di contrarre la malattia. 

Inoltre da uno studio condotto su persone che consumano alimenti di origine vegetale 

ricchi in quercetina, come la cipolla e la mela, è emerso che hanno una minore 

probabilità di contrarre il cancro al polmone. I possibili meccanismi d’azione che i 

fitochimici, presenti nella frutta e nella verdura, possono svolgere per prevenire i 

diversi tipi di tumore sono molteplici: l’inibizione della proliferazione cellulare, 

l’inibizione dell’adesione e dell’invasività delle cellule tumorali e l’induzione e 

aumento degli enzimi detossificanti; anche l’attività antiossidante di scavenging di 

radicali liberi viene proposta come possibile meccanismo d’azione (schema 10) (Liu, 

2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Schema 10: Possibili meccanismi d’azione con i quali i fitochimici possono 
prevenire il cancro. 

Attività antiossidante

Inibizione della proliferazione cellulare

Induzione del differenziamento cellulare

Diminuzione dell’espressione oncogenica

Induzione dell’arresto del ciclo cellulare

Induzione dell’apoptosi

Inibizione delle vie di trasduzione del segnale

Induzione e aumento degli enzimi detossificanti:

Glutatione perossidasi

Catalasi

Superossido dismutasi

Antiangiogenesi

Inibizione enzimatica:

Ciclossigenasi

Xantina ossidasi 

Enzimi della fase 1

Inibizione dell’adesione e dell’invasività cellulare

Inibizione dei legami al DNA

Regolazione del metabolismo di ormoni steroidei

Regolazione del metabolismo degli estrogeni

Attività antibatterica e antivirale
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Una dieta ricca di frutta e verdura viene spesso associata ad un ridotto rischio di 

contrarre patologie cardiovascolari; in letteratura sono presenti diversi studi 

epidemiologici dove viene mostrato che l’apporto di antiossidanti, come α-tocoferolo e 

flavonoidi, sono in grado di inibire l’ossidazione delle LDL. Ciò suggerisce che il 

consumo di alimenti in cui queste molecole sono principalmente presenti, può essere 

importante per la prevenzione delle lesioni aterosclerotiche, in quanto agiscono 

diminuendo la suscettibilità ossidativa delle LDL (Lapointe et al., 2006). È stato inoltre 

dimostrato che, nell’uomo, l’assunzione di β-carotene (60 mg/giorno) per tre settimane 

è in grado di aumentare, in maniera significativa, la lag phase, indicando un’attività di 

prevenzione nei confronti dell’ossidazione delle LDL. 

I principali componenti antiossidanti maggiormente assunti con la dieta sono i 

polifenoli, i carotenoidi e le vitamine (Liu, 2004). 

I fenoli sono molecole organiche caratterizzate dalla presenza di un anello aromatico 

con uno o più sostituenti idrossilici (-OH). Oltre alle forme più semplici, caratterizzate 

dalla presenza di un solo anello aromatico, vi sono anche delle forme più complesse 

denominate polifenoli. I polifenoli sono metaboliti secondari delle piante e risultano 

coinvolti in diverse funzioni come quella di trasportatori di elettroni, regolatori 

dell’attività metabolica, pigmentazione ed impollinazione (Liu, 2004). 

I frutti abitualmente presenti nella dieta che contengono la quantità più elevata di 

polifenoli totali sono il mirtillo, seguito dalla mela, l’uva rossa, la fragola, l’ananas, la 

banana, la pesca, il limone, l’arancia, la pera e il pompelmo (Sun et al., 2002); mentre 

per le verdure ricordiamo i broccoli seguiti dagli spinaci, le cipolle, il peperone, le 

carote, il cavolo, le patate, la lattuga, il sedano e il cetriolo (Chu et al., 2002). È stato 

approssimativamente stimato che i due terzi dei fenoli assunti con la dieta sono 

rappresentati dai flavonoidi, il restante dagli acidi fenolici. 

I flavonoidi, presenti in alimenti come i cavoli, i broccoli, l’uva e i mirtilli, hanno un 

ruolo importante nella cardioprotezione, in quanto molti studi riportano che diete ricche 

in flavonoidi riducono il rischio di malattie cardiovascolari. Esercitano, inoltre, un ruolo 

fondamentale nella neuroprotezione, infatti frutti ricchi di antocianine (forme che 

derivano dagli agliconi antocianidine) svolgono un ruolo protettivo contro il declino 

della funzione cognitiva legata all’invecchiamento. Il numero e le specifiche posizioni  

dei gruppi idrossilici o la natura dei gruppi funzionali determinano la funzione dei 

flavonoidi come agenti antiossidanti, agenti antinfiammatori, agenti citotossici e agenti 
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mutageni, attività biologiche dimostrate in modelli sperimentali in vitro e in vivo 

(Carratu and Sanzini, 2005). 

I carotenoidi sono i pigmenti più diffusi in natura e le loro attività biologiche, come 

provitamine e antiossidanti, li rendono dei composti estremamente interessanti. 

Chimicamente sono costituiti da uno scheletro isoprenico con una struttura ciclica, 

come il β-carotene, o aciclica, come il licopene, con diversi livelli di idrogenazione o 

gruppi funzionali legati (Britton, 1995). 

La verdura e la frutta, quali la carota, la patata, la papaia, il mango e il melone, sono 

ricche fonti di β-carotene, mentre il pomodoro, l’anguria, l’albicocca sono più ricche in 

licopene. 

I pigmenti carotenoidi svolgono ruoli importanti durante la fotosintesi e nella 

fotoprotezione dei tessuti vegetali, grazie alla capacità di queste molecole di inattivare 

le specie reattive dell’ossigeno, come l’ossigeno singoletto. Anche l’effetto protettivo 

che queste sostanze svolgono nella prevenzione del cancro e delle patologie cardiache è 

in parte dovuto all’azione antiossidante (Britton, 1995). 
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1.6 Capsicum annuum L. come fonte di antiossidanti naturali 
 

Il Capsicum annuum L. è una pianta appartenente alla famiglia delle Solanacee che 

viene coltivata nelle regioni a clima temperato e caldo (Bianchi, 2004). È una pianta 

annuale, che importata dal Sud America, dove è originaria, viene comunemente 

coltivata nella regione mediterranea e nell’Europa centrale, soprattutto in Ungheria, 

considerata la patria della “paprika” (Maugini, 1994). 

Il Capsicum annuum viene anche considerato una 

pianta medicinale, in quanto viene ampiamente 

utilizzato nella medicina tradizionale per le diverse 

proprietà stimolanti, antisettiche, digestive, 

disinfettanti e antinfiammatorie (Agradi et al., 

2005). 

Il suo frutto, il peperone, rappresentante della 

varietà grossum, e il peperoncino della varietà 

longum (figura 2), è un ortaggio che iniziò a 

diffondersi in Europa solo dopo la scoperta 

dell’America. Mentre la varietà longum ha 

comunque proprietà piccante, la varietà grossum 

può essere sia piccante che dolce. 

I peperoni sono un’ottima fonte di vitamine A e C, 

flavonoidi e carotenoidi; il loro consumo può quindi 

essere importante per le diverse proprietà 

biologiche, tra cui quella antiossidante, che queste 

sostanze possiedono. 

I flavonoidi presenti in maggiore quantità sono la quercetina e la luteolina, quantità che 

può variare nelle diverse varietà del Capsicum. 

È stato dimostrato che la quantità dei due flavonoidi, quercetina e luteolina, variano 

nelle specie e in relazione a diversi stadi di maturazione, arrivando alla concentrazione 

di 800 mg/Kg in seguito ad idrolisi; questo valore è risultato strettamente correlato 

all’attività antiossidante della frazione fenolica ottenuta dal frutto (Lee et al., 1995). 

Figura 2: Capsicum annuum 
L. varietà grossum (a) e 
longum (b). 

(a) 

(b) 
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Anche le vitamine A, C ed E sono presenti in elevate concentrazioni: la vitamina C 

varia da 46 a 243 mg/100 g di peso fresco, la vitamina E tra 3.7 e 236 mg/100 g di peso 

secco. Le diverse quantità riportate in letteratura sono attribuibili alle differenze nella 

cultivar, nel grado di maturazione, nelle condizioni di crescita e nel clima (Osuna-

Garcià et al., 1998). 

I pigmenti carotenoidi sono stati ampiamente studiati per migliorare il mantenimento 

del colore durante la lavorazione e lo stoccaggio del frutto; inoltre, durante la 

maturazione, il frutto subisce una serie di cambiamenti dovuti alla conversione dei 

pigmenti. Il colore verde del frutto è principalmente dovuto alla presenza di clorofilla e 

di carotenoidi nel cloroplasto, come i carotenoidi ossigenati o xantofille (violaxantina, 

neoxantina e luteina), e il β-carotene, presente in elevate quantità nel peperone rosso. Il 

colore rosso del frutto è principalmente dovuto a pigmenti carotenoidi, quali la 

capsantina, la capsorubina e la capsantina 5,6-epossido tipici del genere Capsicum 

(Marin et al., 2004). 

In particolare la capsantina rappresenta il 30-60% dei carotenoidi totali presenti nel 

frutto maturo, trovandosi esterificata parzialmente o totalmente con acidi grassi come 

l’acido laurico (12:0), miristico (14:0) e palmitico (16:0). Tale esterificazione avviene 

progressivamente durante la maturazione del frutto. È stato visto che la forma 

monoesterificata e diesterificata hanno proprietà antiossidanti simili a quelle della 

forma nonesterificata; inoltre l’attività antiossidante della capsantina è risultata 

superiore rispetto a quella esercitata dal β-carotene, luteina, zeaxantina e α-tocoferolo 

durante l’ossidazione del linoleato di metile (Matsufuji et al., 1998). 

Tra le sostanze antiossidanti presenti nel frutto del genere Capsicum annum, vi sono dei 

composti esclusivi di questo genere: i capsaicinoidi. 
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1.6.1 Capsaicinoidi  

 
Il sapore piccante dei frutti di alcune specie del genere Capsicum è principalmente 

dovuto ad una classe di composti chiamata capsaicinoidi; la proprietà piccante rende 

questa specie importante dal punto di vista economico, ampiamente utilizzata 

nell’industria alimentare come spezia, ma anche come pianta medicinale (Iorizzi et al., 

2001). 

Chimicamente sono delle ammidi con una porzione molecolare fenolica simile alla 

vanillilamina. Il sapore piccante del frutto è strettamente correlato alla presenza di sette 

capsaicinoidi (schema 11), ma i principali responsabili del sapore piccante sono la 

capsaicina [(E)-N-4-idrossi-3-metossibenzil-8-metil-6-nonenamide] e la 

diidrocapsaicina (6,7-diidroderivato della capsaicina) (schema 11) (Kobata et al., 1998). 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

La nordiidrocapsaicina è il terzo maggiore componente di questa classe di composti, ed 

è un omologo della diidrocapsaicina (Kobata et al., 1999).

Schema 11: Principali capsaicinoidi presenti nel frutto del genere Capsicum. 
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È stato dimostrato che la biosintesi dei capsaicinoidi avviene nella zona placentare del 

frutto tramite la via dell’acido cinnamico. La produzione dei capsaicinoidi aumenta con 

il grado di maturazione del frutto fino a raggiungere un valore massimo, dopodichè si 

ha un calo dei composti fino al 60% (Contreras-Padilla and Yahia, 1998). Studi in vitro 

hanno suggerito che la degradazione dei capsaicinoidi è dovuta all’azione di un enzima 

(perossidasi), presente nella zona placentare del frutto, in grado di ossidare la 

capsaicina e la diidrocapsaicina (Contreras-Padilla and Yahia, 1998). 

La capsaicina e la diidrocapsaicina vengono facilmente assorbite nel tratto 

gastrointestinale, mediante un meccanismo di trasporto passivo, e arrivano alla vena 

porta, subendo una parziale idrolisi durante l’assorbimento (Kawada et al., 1984). 

Studi effettuati in vitro e in vivo hanno dimostrato che la diidrocapsaicina viene 

idrolizzata a vanillilamina e acido 8-metil nonanoico; la vanillilamina viene poi 

trasformata, tramite deaminazione ossidativa, a vanillina, la quale viene trasformata in 

acido vanillico, se subisce una reazione di ossidazione, o in alcol vanillico, se subisce 

una riduzione. Nel ratto è stato dimostrato che l’enzima (idrolasi), che idrolizza la 

diidrocapsaicina, è distribuito in vari organi, principalmente nel tratto digestivo e nel 

fegato (Kawada and Iwai, 1985). 

Dai dati presenti in letteratura, la capsaicina ha evidenziato numerose proprietà 

biologiche. È in grado di stimolare neuroni sensibili, tramite l’attivazione dei recettori 

vanilloidi, responsabili della trasmissione di sensazioni dolorifiche di tipo meccanico, 

termico e chimico. I recettori per i vanilloidi, detti VR-1 (vanilloid receptor-like 1) o 

TRPV-1 (transient receptor potential vanilloid 1), sono recettori canale non selettivi e, 

per la capacità di rispondere a stimoli di varia natura, vengono chiamati “polimodali”; 

le vie effettrici per esposizioni ripetute all’agonista, vanno incontro a fenomeni di 

desensibilizzazione, che sono alla base dell’impiego, apparentemente paradosso, della 

capsaicina come antidolorifico (Tognetto et al., 2001). 

Diversi autori si sono occupati dello studio delle proprietà antitumorali, 

antinfiammatorie e antiossidanti della capsaicina, in modelli animali e in diverse linee 

cellulari (Surh, 2002). La capsaicina è in grado di contrastare la formazione dell’edema 

nell’orecchio dei topi, indotto dall’olio di croton, ed esercita un’azione protettiva nei 

confronti del danno indotto da etanolo nella mucosa gastrica di ratti; inoltre ha mostrato 

la capacità di inibire l’aggregazione piastrinica, probabilmente attraverso il blocco della 

fosfolipasi A2, enzima responsabile della liberazione dell’acido arachidonico dalla 



 44

membrana lipidica. La capsaicina è in grado di inibire alcune risposte pro-

infiammatorie, come la generazione dell’anione superossido, l’attività della fosfolipasi 

A2 e la perossidazione lipidica nella membrana dei macrofagi (Surh, 2002). 

È stato dimostrato che la capsaicina è in grado di bloccare la proliferazione delle cellule 

T in maniera dose-dipendente e di inibire l’attivazione del fattore NF-kB, un regolatore 

della trascrizione di citochine, chemochine ed enzimi chiave del processo 

infiammatorio, risultato importante per un eventuale utilizzo del composto nel 

trattamento dei disordini dell’infiammazione (Sancho et al., 2002). 

La capsaicina è in grado di indurre apoptosi in vari tipi di cellule cancerogene, come in 

cellule di epatocarcinoma umane (HepG2), tramite l’induzione della generazione di 

specie reattive dell’ossigeno, correlata all’attivazione dell’enzima NADPH ossidasi; è 

stato perciò valutato un possibile utilizzo della capsaicina per il trattamento di epatomi 

umani (Lee et al., 2004b). L’attività apoptotica è stata evidenziata anche in cellule 

tumorali della vescica di topo (MBT-2), dovuta a un meccanismo di alterazione del 

rapporto delle proteine pro-apoptotiche ed anti-apoptotiche Bax e Bcl-2, al rilascio del 

citocromo c e all’attivazione della caspasi-3 (Lee et al., 2004a); nelle stesse cellule ha 

mostrato la capacità di indurre la produzione di ROS e la perossidazione lipidica. 

In diverse cellule leucemiche umane (HL-60, K562 e KU812), l’attività apoptotica 

della capsaicina è stata esplicata tramite l’induzione della fosforilazione del residuo di 

serina (Ser-15) della proteina p53, mediante la produzione dei ROS durante il 

trattamento con la molecola (Ito et al., 2004). 

Un’altra interessante proprietà biologica esercitata da questo vanilloide è la promozione 

del metabolismo energetico e l’aumento della secrezione di catecolamine nei ratti. È 

stato infatti osservato che una somministrazione orale di capsaicina (10 mg/Kg p.c.) 

determina negli animali un significativo incremento del consumo di ossigeno dopo 30-

60 minuti dal trattamento, senza differenze significative nel quoziente respiratorio; 

inoltre dopo 30 minuti dal trattamento, è stato misurato un aumento significativo della 

concentrazione di adrenalina nel sangue, rispetto a quella dei ratti di controllo, e una 

diminuzione significativa dei trigliceridi nel plasma dei ratti trattati dopo 1 e 2 ore dalla 

somministrazione di capsaicina. Il trattamento cronico con 10 mg/Kg p.c per due 

settimane per via intragastrica, è in grado di ridurre l’accumulo di grasso nei ratti 

(Ohnuki et al., 2001a). 
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La capsaicina è risultata essere un composto con una buona attività antiossidante in 

diversi sistemi sperimentali in vitro. Nel sistema dell’ossidazione dell’acido linoleico 

indotta da un iniziatore radicalico, il 2,2’-azobisisobutirronitrile (AIBN), la 

concentrazione di capsaicina, utilizzata nel sistema sperimentale, e la produzione degli 

idroperossidi lipidici, formati durante l’ossidazione, sono risultati inversamente 

correlati; durante l’ossidazione dell’acido grasso il composto ha mostrato di favorire la 

formazione degli isomeri “cis, trans” rispetto agli isomeri “trans, trans”, predominanti 

in assenza dell’antiossidante (Henderson et al., 1999). Inoltre la capsaicina ha mostrato 

un’azione di scavenging nei confronti dei radicali 1,1’-difenil-2-picrilidrazile (DPPH) 

sia in soluzione, acqua ed etanolo, che nelle membrane; durante il test l’attività di 

scavenger è risultata comparabile a quella dell’α-tocoferolo e l’attività antiossidante 

mostrata sembrerebbe dovuta principalmente al carbonio benzilico presente nella 

posizione 7 della molecola, in quanto i maggiori prodotti della reazione della capsaicina 

con i radicali DPPH sono risultati la vanillina e l’8-metil-6-nonenamide, indicando che 

la capsaicina viene tagliata a livello del legame tra il C7 legato all’anello benzilico e 

l’N8 presente nella porzione amidica (Kogure et al., 2002). Gli stessi autori hanno 

inoltre mostrato che la capsaicina è in grado di inibire l’ossidazione dei lipidi della 

membrana mitocondriale di fegato di ratto, indotta da ADP/Fe2+. 

La capsaicina è anche in grado di esercitare una notevole attività antiossidante durante 

l’ossidazione delle LDL indotta da ferro (Murakami et al., 2001) e rame, e in vivo in 

ratti nutriti con una dieta ricca di colesterolo, mostrando un effetto ipocolesterolemico, 

azione correlata alla capacità di inibire la perossidazione lipidica (Kempaiah et al., 

2005). 

Recentemente è stato preso in considerazione un possibile uso topico della capsaicina 

per il trattamento di pazienti affetti da deficienza dell’ormone della crescita GH, che 

mostrano cambiamenti della morfologia della pelle, come la diminuzione dello spessore 

e della quantità di collagene nel tessuto. Anche la diminuzione dell’espressione genica 

del mediatore del fattore di crescita I simile all’insulina (IGF-I), importante per la 

funzione del tessuto, pare sia coinvolta nell’eziologia della patologia. L’applicazione di 

capsaicina sulla pelle dei topi è in grado di aumentare in maniera significativa i livelli 

di IGF-I dopo 30 e 60 minuti dal trattamento; lo stesso effetto è stato esplicato anche da 

altri due capsaicinoidi, la diidrocapsaicina e la nordiidrocapsaicina, che hanno 

ugualmente indotto un aumento significativo di IGF-I dopo 30 minuti dal trattamento. 
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L’effetto esercitato dalla capsaicina potrebbe essere dovuto alla risposta neuroendocrina 

che si genera in seguito all’induzione dell’attivazione dei neuroni sensoriali. Gli autori 

hanno poi esteso lo studio sull’uomo, osservando un aumento significativo 

dell’elasticità della pelle di 17 volontarie, alla stessa dose utilizzata negli animali 

(Harada and Okajima, 2007). 
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1.6.2 Capsinoidi  
 
Nei frutti di una cultivar non piccante di Capsicum annuum, denominata CH-19 Sweet, 

sono presenti, in quantità apprezzabili, delle sostanze simili ai capsaicinoidi, chiamate 

capsinoidi, prive del potere piccante ed irritante, caratteristica che le rende interessanti 

dal punto di vista nutrizionale e farmaceutico (Kobata et al., 1998). 

I principali capsinoidi presenti nel Capsicum sono il capsiato [4-idrossi-3-

metossibenzil(E)-8-metil-6-nonenoato] e il diidrocapsiato (6,7-diidroderivato del 

capsiato), esteri analoghi della capsaicina e della diidrocapsaicina (figura 3). La 

struttura chimica del capsiato è simile a quella della capsaicina, tutte e due le molecole 

presentano lo stesso residuo acilico e differiscono per la porzione aromatica, la 

vanillilamina nei capsaicinoidi e l’alcol vanillico nei capsinoidi (Kobata et al., 1998). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le quantità di capsiato e diidrocapsiato presenti nella varietà CH-19 Sweet sono 

rispettivamente di 98 e 59 mg/Kg di frutto fresco (Kobata et al., 1998). Tra i capsinoidi 

presenti nella varietà non piccante ricordiamo anche il nordiidrocapsiato, il terzo 

maggiore componente presente nella cultivar (Kobata et al., 1999). Queste tre 

molecole, capsiato, diidrocapsiato e nordiidrocapsiato, sono presenti nel frutto 

approssimativamente nel rapporto di 5:3:1. 

È stato dimostrato che la somministrazione orale della varietà CH-19 Sweet, 10 g/Kg 

p.c., nei topi induce un aumento significativo della temperatura corporea dopo 54-66 

minuti dall’ingestione, rispetto agli animali nutriti con una varietà di Capsicum 
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Figura 3: Struttura chimica del capsiato e del diidrocapsiato. 
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chiamata California–Wandar priva di capsiato e capsaicina. L’effetto termogenico è 

risultato significativo anche dopo 40-60 minuti dall’ingestione di capsiato e capsaicina 

(10 mg/Kg p.c.) (Ohnuki et al., 2001b), considerando inoltre che la quantità di capsiato 

presente nel frutto della varietà CH-19 Sweet è di circa 0.3-1 mg/g, è ragionevole 

affermare che l’effetto termogenico sia principalmente dovuto a questo componente. 

L’aumento della temperatura sembrerebbe dovuto alla stimolazione dei recettori 

vanilloidi da parte delle molecole, in quanto il pretrattamento con uno specifico 

antagonista dei recettori vanilloidi, la capsazepina, induce una diminuzione dell’effetto 

termogenico sugli animali trattati. 

In uno studio successivo condotto sull’uomo è stato osservato che l’ingestione dei frutti 

della varietà del Capsicum annuum CH-19 Sweet determina un aumento significativo 

della temperatura corporea dopo 10-60 minuti dall’ingestione e un incremento 

significativo del consumo di ossigeno dopo 40 minuti dall’ingestione; dai risultati 

ottenuti gli autori suggeriscono che i frutti della varietà CH-19 Sweet inducono un 

aumento della termogenesi e del metabolismo energetico, proprietà che potrebbe essere 

utile nel trattamento dell’obesità (Ohnuki et al., 2001c). 

Lo studio condotto sull’effetto del capsiato sul metabolismo energetico è stato poi 

esteso valutando la misura di alcuni parametri. La somministrazione orale di capsiato 

(10 mg/Kg p.c.) ha mostrato indurre nei topi un aumento significativo del consumo di 

ossigeno, dopo 2 ore dal trattamento, e della concentrazione di adrenalina nel sangue, 

dopo 1 ora; è stata inoltre osservata, dopo 1-2 ore dalla somministrazione orale di 

capsiato, una diminuzione della concentrazione dei trigliceridi. Inoltre il trattamento per 

via orale effettuato in cronico (10 e 50 mg/Kg p.c.) nei topi per due settimane ha 

determinato la soppressione dell’accumulo di grasso negli animali (Ohnuki et al., 

2001a). 

Per chiarire il meccanismo d’azione del composto alla base di questo effetto, Masuda e 

i suoi collaboratori hanno analizzato le proteine disaccoppianti (UCP), le quali 

svolgono un ruolo importante nella spesa energetica, nel mantenimento del peso 

corporeo e nella termoregolazione. È stato osservato che la somministrazione di 

capsiato (10 mg/Kg p.c.), nei topi, per due settimane, determina un aumento dei livelli 

di mRNA delle proteine UCP1 nel tessuto adiposo bruno, UCP2 nel tessuto adiposo 

bianco e UCP3 nel muscolo scheletrico, senza incrementare il livello di ormoni tiroidei 

nel sangue (Masuda et al., 2003). 
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Inoltre in ratti maschi nutriti per 4 settimane con una dieta a base di colesterolo (1%) e 

arricchita con capsinoidi, capsiato e diidrocapsiato (0.1 e 1 mmoli/Kg p.c.), è stato 

osservato sia una riduzione del livello di colesterolo totale nel sangue e nel fegato sia 

un aumento dell’attività dell’enzima lipoprotein lipasi nel tessuto adiposo (Tani et al., 

2004). 

A differenza della capsaicina, il capsiato è privo delle proprietà piccanti ed irritanti, 

probabilmente grazie alla sua elevata lipofilicità e instabilità in ambiente acquoso, che 

non gli permette di raggiungere i nervi terminali nocicettori; inoltre la presenza, in vivo, 

di esterasi o di lipasi può portare all’idrolisi del capsiato, dato che questi enzimi sono 

stati trovati nella cavità orale e nella cornea. È stato infatti dimostrato che 

l’applicazione di una soluzione di capsiato nei ratti a livello della bocca, degli occhi e 

della pelle, non induce una significativa risposta irritante, mentre l’iniezione subcutanea 

di una soluzione di capsiato nelle zampe del ratto induce una risposta nocicettiva, 

indicando la sua caratteristica di agonista del recettore per la capsaicina TRVP1 (Iida et 

al., 2003). 

Il capsiato e il diidrocapsiato hanno mostrato una significativa attività antiossidante, 

comparabile a quella dei corrispondenti capsaicinoidi, capsaicina e diidrocapsaicina. 

La capacità di inibire la perossidazione lipidica è stata studiata in sistemi in vitro 

durante l’autossidazione e l’ossidazione dell’acido linoleico indotta da FeCl3 o EDTA a 

37°C in assenza di solvente. Durante l’autossidazione dell’acido linoleico, il capsiato e 

il diidrocapsiato hanno esercitato un’attività antiossidante paragonabile a quella degli 

antiossidanti naturali luteolina e α-tocoferolo (Rosa et al., 2002a). In questi sistemi 

sperimentali in particolare il capsiato ha mostrato uno spostamento della formazione 

degli idroperossidi verso gli isomeri “cis, trans” (HPODE c,t) all’aumentare delle 

concentrazioni, indice di un meccanismo d’azione che consiste nella donazione di atomi 

di idrogeno (Rosa et al., 2002a). 

Nell’uomo, durante un moderato esercizio fisico, i muscoli utilizzano principalmente 

gli acidi grassi liberi circolanti, il glucosio extramuscolare e le riserve muscolari di 

trigliceridi e glicogeno. È stato dimostrato che una somministrazione per via orale in 

acuto di capsiato (10 mg/Kg p.c.) è in grado di aumentare la resistenza natatoria in ratti 

maschi. Dopo 30 minuti dal trattamento, sono stati misurati elevati livelli di acidi grassi 

liberi nel sangue e bassi livelli di acido lattico negli animali trattati con capsiato. 

L’effetto è stato annullato in presenza della capsazepina, risultato che indica come 
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l’aumento della capacità natatoria sia dovuto alla stimolazione dei recettori vanilloidi 

(Haramizu et al., 2006). 



 51

1.7 Vanillil nonanoato o capsiato sintetico 

 
Il vanillil nonanoato, o capsiato sintetico, è un analogo chimico del capsiato naturale 

(figura 4), che ha mostrato interessanti proprietà biologiche e viene considerato un 

composto in grado di mimare il comportamento del capsiato naturale. 

Questo composto viene sintetizzato tramite la reazione di esterificazione dell’alcol 

vanillico con l’acido nonanoico (reazione di Mitsunobu) (Appendino et al., 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Il vanillil nonanoato è in grado di modulare la risposta infiammatoria in vivo; è un 

inibitore, più potente della capsaicina, del fattore NF-kB e dell’attivazione delle cellule 

T alla concentrazione di 100 µM. 

L’attività antinfiammatoria in vivo è stata dimostrata utilizzando il modello del destrano 

sodio solfato (DSS), un modello utile per lo studio di patologie ulcerative. I topi trattati 

per via orale per 6 giorni con il DSS al 5% in acqua presentano un esteso danno 

epiteliale al colon, accompagnato da una massiva infiltrazione delle cellule 

infiammatorie. Nei topi trattati con una iniezione intraperitoneale di vanillil nonanoato 

(6 mg veicolati in 200 µl di olio d’oliva) è stata osservata una protezione al danno 

dell’epitelio ghiandolare e la presenza di poche cellule infiammatorie. In un secondo 

modello è stata anche valutata la capacità del composto di proteggere dallo shock 

settico letale indotto nei topi dalla somministrazione di lipopolissaccaridi; il 

pretrattamento con il vanillil nonanoato è in grado di determinare il 29% di 

sopravvivenza degli animali trattati (Sancho et al., 2002). 

È stata inoltre studiata la capacità del vanillil nonanoato di indurre apoptosi nelle 

cellule tumorali Jurkat. Gli esperimenti hanno mostrato che la molecola, alla 

concentrazione di 50 µM per 4 ore, è in grado di mediare la produzione dei ROS, dopo 
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Figura 4: Struttura del vanillil nonanoato o capsiato sintetico. 
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il successivo trattamento con la diidroetidina (2 µM) per 20 minuti. I ROS prodotti 

all’interno della cellula, generati dal trattamento con il vanilloide, sono risultati 

provenienti dall’ossidazione della diidroetidina, la cui colorazione fluorescente rossa è 

stata rivelata attraverso la citometria a flusso. Le cellule trattate con il vanillil 

nonanoato hanno mostrato un’elevata percentuale di fluorescenza (91%), indicando la 

presenza di una elevata quantità di ROS all’interno della cellula. L’attività del vanillil 

nonanoato è risultata inoltre più efficace rispetto a quella della capsaicina, che ha 

mostrato un’attività comparabile ad una dose più alta (200 µM) e a tempi più lunghi 

(Macho et al., 2003b). Successivamente è stato osservato che l’attività apoptotica del 

vanillil nonanoato, nei confronti delle cellule tumorali, viene annullata dalla 

metilazione del gruppo fenolico -OH, dimostrando l’importanza di tale gruppo 

nell’attività proossidante. 

L’attività antiossidante del vanillil nonanoato è stata valutata in diversi sistemi 

sperimentali in vitro. La capacità di inibire la perossidazione lipidica è stata valutata 

durante il sistema dell’autossidazione e l’ossidazione dell’acido linoleico in presenza di 

FeCl3 o EDTA a 37° C in assenza di solvente, sistema in cui la molecola ha mostrato 

un’attività antiossidante comparabile a quella dei composti naturali, capsiato e 

diidrocapsiato. 

Nel sistema dell’autossidazione dell’acido linoleico l’andamento dell’ossidazione è 

stato seguito misurando il consumo dell’acido grasso e la formazione dei suoi principali 

prodotti di ossidazione, gli idroperossidi isomeri “cis, trans” e “trans, trans” (HPODE 

c,t e t,t). Come i composti naturali, anche il vanillil nonanoato ha determinato uno 

spostamento della formazione degli idroperossidi verso gli isomeri cis, trans dipendente 

dalla concentrazione, indicando l’azione di questo composto come donatore di atomi di 

idrogeno (Rosa et al., 2002a). 

L’attività antiossidante del composto, alle concentrazioni non citotossiche di 1.5 e 2.5 

µM, è stata osservata anche nelle colture cellulari durante l’ossidazione mediata da 

FeCl3 (200 e 400 µM) nelle cellule HELF (fibroblasti polmonari umani), valutando 

come parametro della perossidazione lipidica l’MDA prodotta dopo 1 ora dal 

trattamento (Rosa et al., 2002a). 



 53

2 Scopo del lavoro 
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Per cercare di stabilire i possibili meccanismi d’azione che gli antiossidanti potrebbero 

esplicare nel contrastare l’azione dei radicali liberi, specie chimiche altamente reattive 

prodotte in numerose patologie, risulta di estrema importanza l’utilizzo di diversi 

modelli sperimentali di stress ossidativo (Kaur and Kapoor, 2001). 

Tra le molecole di origine vegetale che hanno mostrato importanti proprietà biologiche 

ricordiamo il capsiato, presente in quantità apprezzabili nei frutti di una cultivar non 

piccante di Capsicum annuum, denominata CH-19 Sweet; il capsiato essendo privo di 

potere piccante ed irritante, risulta essere interessante dal punto di vista nutrizionale e 

farmaceutico (Faraut et al., 2007; Iida et al., 2003; Kobata et al., 1998). 

In questo lavoro di tesi l’attenzione è stata rivolta verso il vanillil nonanoato, analogo 

chimico del capsiato naturale, del quale è in grado di mimare il comportamento; in un 

lavoro precedente (Rosa et al., 2002a), l’attività antiossidante del vanillil nonanoato è 

stata valutata in alcuni sistemi sperimentali in vitro nei quali la molecola ha mostrato 

un’attività di protezione comparabile a quella esercitata dal composto naturale. 

Per approfondire il meccanismo dell’attività antiossidante del vanillil nonanoato è stata 

effettuata la comparazione dell’attività antiossidante di questo composto fenolico con 

quella di due analoghi chimici semplificati, l’alcol vanillico e la vanillina (figura 5), che 

presentano lo stesso residuo vanilloide nella molecola, onde stabilire una relazione 

struttura-attività, per poter valutare quindi quale porzione del composto, il residuo 

acilico o la porzione vanilloide, fosse maggiormente implicata nell’attività 

antiossidante. 

 

 

 

 

 

 

 

L’alcol vanillico (4-idrossi-3-metossibenzil alcol) possiede uno scheletro benzenico 

trisostituito ed è un componente della Gastrodia elata, una tradizionale erba cinese 

utilizzata nei disordini convulsivi come l’epilessia (Hsieh et al., 2000), mentre la 

vanillina, un’aldeide aromatica (4-idrossi-3-metossibenzaldeide), è la molecola che 

Fig. 5: Struttura dell’alcol vanillico (a) e della vanillina (b). 
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impartisce alla vaniglia il suo tipico profumo, studiata per i suoi effetti antimicrobici 

(Delaquis et al., 2005). 

L’effetto protettivo delle tre molecole è stato valutato in sistemi in vitro durante 

l’ossidazione dell’acido linoleico a 37°C e del colesterolo a 140°C in assenza di 

solvente. L’andamento dell’ossidazione è stato seguito monitorando il consumo 

dell’acido linoleico e del colesterolo e la formazione dei loro principali prodotti di 

ossidazione, gli idroperossidi isomeri per l’acido linoleico e il 7-cheto per il colesterolo. 

L’attività antiossidante del vanillil nonanoato è stata poi valutata in un sistema in vitro 

più complesso, durante l’ossidazione delle LDL in presenza di Cu2+, considerando 

come indici del danno ossidativo i componenti lipidici più suscettibili all’azione 

ossidante, quali acidi grassi insaturi e colesterolo e i loro rispettivi prodotti di 

ossidazione. Lo studio dell’ossidazione di queste lipoproteine in vitro in presenza del 

metallo può essere utile per la rilevanza fisiologica che questo processo riveste in 

alcune condizioni patologiche (Burkitt, 2001), in particolare quelle legate 

all’ossidazione del compartimento plasmatico (Frei and Gaziano, 1993) e valutare 

l’effetto che i capsinoidi esplicano durante l’ossidazione delle LDL fornisce preziose 

informazioni. 

In letteratura sono infatti presenti diversi studi epidemiologici dove viene mostrato che 

l’apporto di antiossidanti, presenti nella frutta e nella verdura, può essere un fattore 

importante per la prevenzione delle lesioni aterosclerotiche, in quanto agiscono 

diminuendo la suscettibilità ossidativa delle LDL (Lapointe et al., 2006). 

Anche le colture cellulari sono ampiamente utilizzate come modello sperimentale per le 

importanti informazioni che forniscono in un sistema biologico relativamente semplice. 

Gli studi sulle colture cellulari rappresentano un passaggio importante nella valutazione 

dello stress ossidativo e dei composti che ne modulano l’andamento, che precede 

l’utilizzo di modelli sperimentali più complessi, come quelli in vivo. 

In questo lavoro è stato messo a punto un modello sperimentale per monitorare in modo 

specifico l’andamento della perossidazione lipidica nelle colture cellulari, considerando 

che il processo ossidativo inizia fondamentalmente a livello della frazione lipidica della 

membrana cellulare e porta alla produzione di prodotti di ossidazione intermedi di 

grande rilevanza biologica. 

Sono state utilizzate le cellule VERO, una linea immortalizzata di fibroblasti di rene di 

scimmia, ed è stato indotto un danno ossidativo tramite l’utilizzo dell’ossidante tBH. 
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Onde valutare le modificazioni ossidative a livello della membrana cellulare sono state 

analizzate le variazioni dei livelli dei principali acidi grassi insaturi e saturi, del 

colesterolo e della vitamina E. 

Lo stesso modello sperimentale è stato inoltre utilizzato per testare l’attività 

antiossidante del vanillil nonanoato durante l’ossidazione indotta dal tBH; l’effetto 

protettivo è stato valutato sulla produzione di MDA, utilizzando la metodica del 

TBARS e in maniera più specifica sulla diminuzione dei componenti lipidici di 

membrana. 

Al fine di valutare l’attività antiossidante del vanillil nonanoato in vivo è stato utilizzato 

il modello sperimentale del FeNTA, modello di danno ossidativo acuto indotto per 

reazione di Fenton in presenza di Fe, misurando gli stessi parametri lipidici valutati nei 

modelli precedenti. 

L’esposizione dei ratti ad una dose sub-letale di FeNTA è in grado di causare 

l’ossidazione della frazione lipidica del plasma (Deiana et al., 2005) e del rene (Deiana 

et al., 2001); l’azione antiossidante del vanillil nonanoato è stata quindi valutata 

considerando la variazione della componente lipidica che avviene nel compartimento 

plasmatico e nella struttura renale per azione del FeNTA. 
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3 Materiali e metodi 
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3.1 Sistemi chimici in vitro 
 

3.1.1 Reagenti e sostanze chimiche 

 
Tutti i solventi utilizzati, a grado di purezza analitica, sono stati acquistati dalla Merck 

(Darmstad, Germania). 

Il colesterolo, il 5-colesten-3β-ol-7-one (7-cheto), l’acido linoleico (18:2), l’alcol 

vanillico e la vanillina sono stati acquistati dalla Sigma-Aldrich (Milano, Italia). 

Gli acidi grassi c,t-13-idroperossi-ottadeca-dienoico (c,t-13-HPODE) e c,t-9-

idroperossi-ottadeca-dienoico (c,t-9-HPODE) sono stati acquistati dalla Cascade 

Biochem (Ltd., Londra). 

Il vanillil nonanoato è stato gentilmente fornito dal Professor Giovanni Appendino 

(Discaff, Università del Piemonte Orientale, Novara). 

Tutti gli altri reagenti e prodotti chimici sono stati utilizzati al più elevato grado di 

purezza. 
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3.1.2 Apparecchiature  
 

 
• Sistema HPLC 1100, Agilent Technologies (Deutschland Gmbh, Waldbronn, 

Germania) dotato di rivelatore spettrofotometrico a serie di diodi. 

• Colonna cromatografica Chrompack, Inertsil 5 ODS-2, C18 a fase inversa, 150 

mm × 4.6 mm. 

• Colonna cromatografica Chrompack, Inertsil 5 ODS-3, C18 a fase inversa, 150 

mm × 3 mm (Boerhaaveplein, Olanda). 

• Bagno termostatico modello SB24, Falc Instrument s.r.l. (Treviglio, Bergamo, 

Italia). 

• Evaporatore rotante sottovuoto R 114 Buchi (Svizzera). 

• Bagno termostatico Stuart Scientific (Redhill, Surrey, Regno Unito). 
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3.1.3 Sistema dell’acido linoleico: autossidazione dell’acido grasso in 
presenza di vanillil nonanoato, alcol vanillico e vanillina 

 

3.1.3.1 Ossidazione  
 
Le prove di ossidazione dell’acido linoleico sono state condotte in strato sottile in 

assenza di solvente (Banni et al., 1996a; Dessì et al., 2001).  

Da una soluzione di acido linoleico (2 mg/ml in MeOH) sono stati campionati 0.5 ml 

(3566 nmoli), portando il volume totale a 1 ml con MeOH; i campioni sono stati portati 

a secco sotto vuoto ed incubati in un bagno termostatico a 37°C per 32 ore. Per tutta la 

durata dell’esperimento, i campioni sono stati esposti a luce artificiale, mentre i 

controlli sono stati lasciati, per lo stesso tempo, a 0°C al buio. Successivamente i 

campioni sono stati raffreddati in ghiaccio e immediatamente disciolti in 1 ml di 

CH3CN acidificato con acido acetico (0.14%). Aliquote dei campioni sono state 

iniettate in HPLC. 

Differenti quantità (2÷68 nmoli) delle soluzioni di vanillil nonanoato, alcol vanillico e 

vanillina in MeOH (soluzioni 1 mg/ml, 100 µg/ml e 10 µg/ml) sono state preincubate 

per 10 minuti con l’acido linoleico prima della sua autossidazione. La soluzione di 

vanillil nonanoato è stata preparata poco prima dell’utilizzo, in considerazione della sua 

instabilità nei solventi polari (Sutoh et al., 2001). Successivamente i campioni sono stati 

raffreddati in ghiaccio e immediatamente disciolti in 1 ml di CH3CN acidificato con 

acido acetico (0.14%). Aliquote dei campioni sono state iniettate in HPLC. 
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3.1.3.2 Analisi in HPLC 
 
Le analisi dell’acido linoleico e dei suoi prodotti di ossidazione, gli isomeri HPODE, 

sono state eseguite in HPLC con un rivelatore spettrofotometrico a serie di diodi. I 

composti sono stati eluiti utilizzando una colonna 5 ODS-2 C18 a fase inversa (150 mm 

× 4.6 mm) e come fase mobile una miscela di CH3CN/H2O/CH3COOH (70/30/0.12 

v/v/v), ad un flusso di 1.5 ml/min. L’acido linoleico è stato rivelato a 200 nm, gli 

idroperossidi isomeri (c,t-9-HPODE, t,t-9-HPODE, c,t-13-HPODE, t,t-13-HPODE) a 

234 nm. L’identificazione dei picchi è stata eseguita comparando il loro tempo di 

ritenzione con quello dei composti di riferimento commerciali. Inoltre, sono stati 

effettuati gli spettri in assorbanza e in derivata seconda per confermare l’identificazione 

dei picchi (Banni et al., 1996a; Dessì et al., 2001), generati utilizzando il software 

Agilent Chemstation A.10.02. 
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3.1.4 Sistema del colesterolo: ossidazione in presenza di vanillil nonanoato, 
alcol vanillico e vanillina 

 

3.1.4.1 Ossidazione  
 
L’ossidazione del colesterolo è stata condotta con il metodo descritto da Kim e Nawar 

leggermente modificato (Rosa et al., 2005a). Da una soluzione di colesterolo (2 mg/ml 

in MeOH) sono stati campionati 0.5 ml, portando il volume totale a 1 ml con MeOH. 

I campioni sono stati portati a secco sotto vuoto ed incubati successivamente in un 

bagno termostatico a 140°C per 1.5 ore; per tutta la durata dell’esperimento, i campioni 

sono stati esposti a luce artificiale, mentre i controlli sono stati lasciati, per lo stesso 

tempo, a 0°C al buio.  

Differenti concentrazioni (2÷68 nmoli) delle soluzioni di vanillil nonanoato, alcol 

vanillico e vanillina in MeOH (soluzioni 1 mg/ml, 100 µg/ml e 10 µg/ml) sono state 

preincubate per 10 minuti con il colesterolo prima della sua autossidazione.  

L’ossidazione è stata interrotta mediante raffreddamento in ghiaccio; i campioni sono 

stati immediatamente disciolti in 1 ml di MeOH e aliquote dei campioni sono state 

iniettate in HPLC. 
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3.1.4.2 Analisi in HPLC 
 
L’analisi quali-quantitativa del colesterolo e del suo prodotto di ossidazione 7-cheto è 

stata eseguita in HPLC con un rivelatore spettrofotometrico a serie di diodi. Il 

colesterolo è stato eluito utilizzando una colonna 5 ODS-3 C18 a fase inversa (150 mm 

× 3 mm) e come fase mobile MeOH ad un flusso di 0.4 ml/min. 

Il colesterolo è stato rivelato a 203 nm mentre il 7-cheto a 245 nm. L’identificazione dei 

picchi è stata eseguita comparando il tempo di ritenzione con quello dei composti di 

riferimento commerciali; sono stati inoltre effettuati gli spettri in assorbanza per 

confermare l’identificazione dei picchi (Rosa et al., 2005b), generati utilizzando il 

software Agilent Chemstation A.10.02. 



 64

3.1.5 Analisi statistiche 
 
È stato usato il programma GraphPAD INSTAT (GraphPAD software, San Diego, CA, 

USA) per calcolare le medie e le deviazioni standard dei dati ottenuti da due 

esperimenti indipendenti che hanno coinvolto l’analisi in triplo di ciascun campione 

(n=6). Per evidenziare la significatività tra le medie dei diversi gruppi, è stata effettuata 

l’analisi One way della varianza (ANOVA). 
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3.2 Ossidazione delle LDL 
 

3.2.1 Reagenti e sostanze chimiche 
 
Tutti i solventi utilizzati, a grado di purezza analitica, sono stati acquistati dalla Merck 

(Darmstad, Germania). 

Il cloruro di sodio (NaCl), il fosfato monobasico di sodio (NaH2PO4·2H2O), il fosfato 

bibasico di sodio (Na2HPO4·12H2O), l’acido ascorbico e il solfato rameico 

(CuSO4·5H2O) sono stati acquistati dalla Carlo Erba (Milano, Italia). 

Il 5-colesten-3β,7β-diolo (7β-OH), gli acidi grassi standard insaturi, la trioleina e la 

trilinoleina sono stati acquistati dalla Sigma-Aldrich (Milano, Italia). 

Anche le lipoproteine a bassa densità (LDL), ottenute dal plasma umano, sono state 

acquistate dalla Sigma-Aldrich (Milano, Italia) come soluzione in 150 mM di NaCl, pH 

7.4, con lo 0.01% di EDTA. 

Il colesterolo, il 7-cheto e gli idroperossidi (c,t e t,t-13-HPODE e c,t e t,t-9-HPODE) 

sono stati acquistati come indicato nel modello descritto in precedenza. 

La membrana in estere di cellulosa rigenerata (Float-A-Lyzer Spectra/Por), con range di 

esclusione molecolare da 10.000 dalton, per la dialisi delle LDL, è stata acquistata dalla 

ditta Prodotti Gianni (Milano, Italia). 

Il Desferal (deferossamina metansulfonato) è stato acquistato dalla CIBA-Geigy, 

(Basilea, Svizzera). 

Tutti gli altri reagenti e prodotti chimici sono stati utilizzati al più elevato grado di 

purezza. 
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3.2.2 Apparecchiature  
 

• Sistema HPLC 1100, Agilent Technologies (Deutschland Gmbh, Waldbronn, 

Germania) dotato di rivelatore spettrofotometrico a serie di diodi. 

• Colonna cromatografica Chrompack, Inertsil 5 ODS-2, C18 a fase inversa, 150 

mm × 4.6 mm. 

• Colonna cromatografica Chrompack, Inertsil 5 ODS-3, C18 a fase inversa, 150 

mm × 3 mm. 

• Colonna C18 ODS Hypersil, particelle di 5 µm, 100 × 2.1 mm. 

• Bagno termostatico modello SB24, Falc Instrument s.r.l. (Treviglio, Bergamo, 

Italia). 

• Evaporatore rotante sottovuoto R 114 Buchi (Svizzera). 

• Centrifuga ALC 4237R a rotore fisso, ALC INTERNATIONAL (Milano, 

Italia). 
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3.2.3 Dialisi  
 
Le LDL sono state dializzate in tampone fosfato 10 mM (NaCl 0.154 M, NaH2PO4 1.13 

mM, Na2HPO4 7.997 mM, pH 7.4) (PBS) utilizzando una membrana da dialisi 

(Spectra/Por Float-A-lyser) in estere di cellulosa rigenerata, con un range di esclusione 

molecolare da 10.000 dalton, per eliminare l’EDTA presente nella confezione. La 

membrana è stata preliminarmente lavata e immersa per 30 minuti in acqua distillata 

per allontanare il sodio azide presente nella soluzione in cui viene conservata. 

Successivamente le LDL sono state trasferite all’interno della membrana, la quale è 

stata immersa nel tampone fosfato 10 mM (pH 7.4) per la dialisi. 

La dialisi è stata effettuata in camera fredda alla temperatura di 4°C; la soluzione 

tampone è stata sostituita diverse volte, ogni ora per almeno 5 ore. 

Al termine della dialisi, le LDL sono state portate a volume con il tampone fosfato 

(soluzione 1 mg/ml) e successivamente conservate a 4°C. 

La quantita di LDL recuperate dopo la dialisi è stata valutata sulla base del contenuto 

proteico, misurato secondo il metodo di Bradford (Bradford, 1976). 
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3.2.4 Ossidazione delle LDL mediata dal Cu2+ in presenza di vanillil 
nonanoato 

 

Per le prove di ossidazione, dalla soluzione di LDL (1 mg di proteine/ml in PBS) sono 

stati campionati 125 µg di lipoproteine. 

Le lipoproteine sono state incubate in un bagno termostatico a 37°C per 2 ore in 

assenza o in presenza di CuSO4 5 µM, in un volume finale di 1 ml di PBS. 

Differenti quantità (10, 25 e 50 µM) della soluzione di vanillil nonanoato (1 mg/ml in 

EtOH) sono state preincubate per 10 minuti a temperatura ambiente con le LDL prima 

dell’ossidazione. 

Per tutta la durata dell’esperimento, i campioni sono stati esposti a luce artificiale, 

mentre i controlli sono stati lasciati, per lo stesso tempo, a 0°C al buio. 

Successivamente i campioni sono stati raffreddati ed è stata effettuata l’analisi della 

frazione lipidica. 
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3.2.5 Estrazione della frazione lipidica 
 
Gli acidi grassi e il colesterolo sono stati estratti dalle lipoproteine secondo il metodo di 

Folch (Folch et al., 1957) lievemente modificato. 

Le lipoproteine sono state disciolte in 12 ml di una soluzione CHCl3/MeOH (2/1 v/v) e 

tenute al buio per 1 ora. 

Dopo aver aggiunto acqua, pari al volume di MeOH, e aver fatto riposare ancora per 1 

ora al buio, i campioni sono stati centrifugati a 1200 rpm per 1 ora per facilitare la 

separazione della fase cloroformica nella quale si ripartiscono i lipidi, dalla fase acqua-

MeOH. La fase cloroformica è stata impiegata per l’analisi degli acidi grassi, del 

colesterolo e dei principali prodotti di ossidazione. 

I componenti lipidici sono stati poi recuperati mediante un processo di saponificazione 

a freddo con doppia estrazione: un’aliquota della fase cloroformica, portata a secco, è 

stata disciolta in 5 ml di EtOH; sono stati aggiunti 100 µl di Desferal (soluzione 25 

mg/ml H2O), 1 ml di una soluzione acquosa di acido ascorbico 25% e 0.5 ml di KOH 

10N. I campioni sono stati lasciati al buio, a temperatura ambiente per 14 ore. Dopo 

l’aggiunta di 10 ml di esano e 7 ml di H2O, i campioni sono stati centrifugati per 1 ora a 

1200 rpm. Prelevata la fase esanica, contenente il colesterolo, il 7β-OH e il 7-cheto, il 

solvente è stato fatto evaporare ed il residuo è stato risospeso in 300 µl di MeOH. 

Dopo l’aggiunta alla fase EtOH-H2O rimanente di altri 10 ml di esano, i campioni sono 

stati acidificati con HCl 37% fino a pH 3-4 e successivamente centrifugati per 1 ora a 

1200 rpm. Prelevata la fase esanica, contenente gli acidi grassi e i prodotti di 

ossidazione, il solvente è stato fatto evaporare ed il residuo risospeso in 300 µl di 

CH3CN acidificato con CH3COOH 0.14% (v/v). Aliquote dei campioni sono state 

iniettate in HPLC. 

L’evaporazione di tutti i solventi è stata eseguita sotto vuoto. La resa degli acidi grassi 

insaturi e del colesterolo è stata calcolata utilizzando una miscela standard (Banni et al., 

1994; Deiana et al., 2001; Rosa et al., 2005b). 
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3.2.6 Analisi in HPLC 
 
L’analisi quantitativa e qualitativa degli acidi grassi, del colesterolo e dei loro prodotti 

di ossidazione è stata eseguita in HPLC 1100 Agilent Technologies con un rivelatore 

spettrofotometrico a serie di diodi. 

Il colesterolo, il 7β-OH e il 7-cheto sono stati eluiti utilizzando una colonna a fase 

inversa Chrompack Inertsil 5 ODS-3 e MeOH come fase mobile ad un flusso di 0.4 

ml/min. Il colesterolo e il 7-βOH sono stati rivelati a 203 nm, mentre il 7-cheto a 245 

nm. L’identificazione del colesterolo e dei prodotti di ossidazione è stata effettuata 

usando composti standard e la misura degli spettri UV convenzionali, generati usando il 

software Agilent Chemstation A.10.02. 

Gli acidi grassi insaturi e gli idroperossidi a dieni coniugati degli acidi grassi (HP) sono 

stati eluiti utilizzando una colonna a fase inversa Chrompack Inertsil 5 ODS-2 e come 

fase mobile la miscela CH3CN/H2O/CH3COOH (70/30/0.12 v/v/v) ad un flusso di 1.5 

ml/min. Gli acidi grassi insaturi sono stati rivelati a 200 nm e gli HP a 234 nm. 

L’identificazione dei picchi è stata effettuata usando composti standard e gli spettri UV 

convenzionali ed in derivata seconda, generati utilizzando il software Agilent 

Chemstation A.10.02. 
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3.2.7 Analisi statistiche 
 
È stato usato il programma GraphPAD INSTAT (GraphPAD software, San Diego, CA, 

USA) per calcolare le medie e le deviazioni standard dei dati ottenuti da tre esperimenti 

indipendenti che hanno coinvolto l’analisi in triplo di ciascun campione (n=9). Per 

evidenziare la significatività tra le medie dei diversi gruppi, è stata effettuata l’analisi 

One way della varianza (ANOVA). 
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3.3 Colture cellulari 
 

3.3.1 Reagenti e sostanze chimiche 
 
Tutti i solventi utilizzati, a grado di purezza analitica, e il trifluoruro di boro (BF3) in 

soluzione metanolica (14%) sono stati acquistati dalla Merck (Darmstad, Germania). 

Il terz-butilidroperossido (tBH), l’acido 2-tiobarbiturico (TBA), il (3-4,5-dimetil-tiazol-

2-il)-2,5-difenil tetrazolio bromide (MTT), il dimetilsolfossido (DMSO), l’acido 

tricloroacetico (TCA), la vitamina E e gli esteri metilici degli acidi grassi sono stati 

acquistati dalla Sigma-Aldrich (Milano, Italia). 

Gli standard, il colesterolo, il 7-cheto, gli acidi grassi insaturi, la trioleina e la 

trilinoleina, gli idroperossidi e i prodotti utilizzati per la saponificazione sono stati 

acquistati come descritto nei modelli precedenti. 
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3.3.2 Materiali per le colture cellulari 
 
È stata utilizzata una linea immortalizzata di fibroblasti di rene di scimmia (cellule 

VERO) acquistata dalla ECACC (Salisbury, Regno Unito). 

I materiali per le colture cellulari, il terreno Dulbecco’s modified eagles medium 

(DMEM), il siero fetale bovino (FBS), la soluzione salina fosfato Dulbecco (PBS), con 

e senza Ca2+ e Mg2+, la tripsina-EDTA e la soluzione di antibiotico-antimicotico 

(penicillina-streptomicina e anfotericina B) sono stati acquistati dalla Invitrogen 

(Milano, Italia). 
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3.3.3 Apparecchiature  
 

• Spettrofotometro Agilent Technologies 8453 E (Deutschland Gmbh, 

Waldbronn, Germania). 

• Bagno termostatico modello D-91126, Memmert (Schwabach, FRG, Germania). 

• Microscopio Leica (Wetzlar, Germania). 

• Incubatore ad anidride carbonica con camicia ad acqua, Forma Scientific, Inc. 

Modello 3121 (Marietta, Ohio, USA). 

• Cappa a flusso laminare Bluecam 4, Blueair s.r.l. (Capriolo, Brescia, Italia) 

• Centrifuga ALC 4237R a rotore fisso, ALC INTERNATIONAL (Milano, 

Italia). 

• Sistema HPLC-ECD dotato di una pompa Thermo Separation Products P1000, 

(Milano, Italia), di un detector elettrochimico INTRO (Antec Leyden, Leyden, 

Olanda) e di un iniettore automatico Triathlon (Spark Holland BV, AJ Emmen, 

Olanda). 

• Gascromatografo (GC) Hewlett Packard HP-6890 (Palo Alto, California) dotato 

di autocampionatore HP 6890. 

• Sistema HPLC 1100, Agilent Technologies (Deutschland Gmbh, Waldbronn, 

Germania) dotato di rivelatore spettrofotometrico a serie di diodi. 

• Colonna cromatografia Chrompack, Inertsil 5 ODS-2, C18 a fase inversa, 150 

mm × 4.6 mm. 

• Colonna cromatografia Chrompack, Inertsil 5 ODS-3, C18 a fase inversa, 150 

mm × 3 mm. 

• Colonna HP-23 FAME (30 m × 0.32 mm ID × 0.25 µm di cianopropil-

metilpolissilano) Hewlett Packard. 
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• Colonna C18 ODS Hypersil, particelle di 5 µm, 100 × 2.1 mm. 

• Evaporatore rotante sottovuoto R 114 Buchi (Svizzera). 
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3.3.4 Mantenimento della coltura cellulare 

Come modello sperimentale è stata utilizzata una linea immortalizzata di fibroblasti di 

rene di scimmia (VERO). Le cellule sono state mantenute in un terreno di coltura 

DMEM contenente il 10% di siero fetale bovino e l’1% di antibiotico-antimicotico 

penicillina-streptomicina. Le cellule sono state coltivate in fiasche ad una densità di 1 × 

106 cellule/10 ml di terreno di coltura e incubate a 37°C in un’atmosfera al 5% di 

anidride carbonica. 
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3.3.5 Valutazione dell’attività citotossica del tBH e del vanillil nonanoato 
 
La citotossicità del tBH e del vanillil nonanoato è stata valutata mediante la metodica 

dell’MTT (Schiller et al., 1992) che consente la misura della vitalità cellulare. L’MTT è 

un sale tetrazolico di colore giallo idrosolubile che è facilmente ridotto da donatori di 

elettroni, come il NADH e il NADPH, attraverso l’enzima succinato deidrogenasi 

mitocondriale, a un sale non solubile in ambiente acquoso, il formazano, di colore blu. 

Tale conversione avviene solo nelle cellule viventi e la quantità di formazano prodotta è 

proporzionale al numero di cellule vitali presenti. 

Le cellule sono state coltivate in piastre multipozzetto da 24 ad una densità di 105 

cellule/ml di terreno di coltura e in seguito incubate con concentrazioni crescenti di tBH 

(0.75, 1, 2.5, 5 e 10 mM da una soluzione acquosa 100 mM) per 2 ore o di vanillil 

nonanoato (10, 25, 50, 100, 200, 400 e 500 µM da soluzione 10:1 in EtOH) per 24 ore; 

un equivalente volume di EtOH è stato aggiunto alle cellule di controllo. Dopo aver 

eliminato il terreno e lavato le cellule con il PBS, sono stati addizionati 80 µl di MTT 

(5 mg/ml in PBS); le cellule sono state quindi incubate per 4 ore a 37°C. 

Successivamente il terreno è stato aspirato e nei pozzetti è stato addizionato 1 ml di 

DMSO. 

Il colore sviluppato nel surnatante è stato rivelato spettrofotometricamente a 570 nm 

(figura 6). Inoltre la morte cellulare è stata valutata mediante osservazione 

microscopica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 6: Test MTT. 
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3.3.6 Ossidazione delle cellule VERO in presenza di tBH 
 

3.3.6.1 Ossidazione  
 
Per la valutazione dello stress ossidativo in colture cellulari sono state utilizzate le 

cellule VERO. Le cellule sono state seminate nelle capsule Petri alla densità di 106 

cellule/10 ml di terreno; dopo aver raggiunto la subconfluenza, il terreno è stato 

eliminato, le cellule sono state lavate ed è stato addizionato il PBS.  

Differenti concentrazioni di tBH 1, 2.5 e 5 mM (da una soluzione acquosa 100 mM), 

sono state addizionate alle cellule in PBS. Dopo due ore di incubazione, il surnatante è 

stato eliminato e le cellule sono state staccate con il “cell scraper”; dopo 

centrifugazione è stato eliminato il surnatante e il pellet conservato a -80°C per le 

successive analisi della frazione lipidica e dei marcatori dell’ossidazione (figura 7). 

 

 

 
 

 

 

 

 

 Figura 7: Trattamento delle cellule VERO con tBH. 
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3.3.6.2 Estrazione dei lipidi 
 
I lipidi sono stati estratti dalle cellule secondo il metodo di Folch (Folch et al., 1957) e 

saponificati a freddo come descritto in precedenza per il sistema delle LDL, con alcune 

modifiche. 

Un’aliquota del residuo secco ottenuto dalla fase esanica della prima estrazione è stato 

risospeso in 250 µl di MeOH e utilizzato per l’analisi quali e quantitativa della vitamina 

E. 

Un’aliquota della fase esanica ottenuta nella seconda estrazione è stata utilizzata per la 

derivatizzazione degli acidi grassi; 250 µl di CH3CN acidificato con CH3COOH 0.14% 

(v/v) sono stati utilizzati per disciogliere il residuo secco ottenuto dalla seconda 

estrazione. 

 

3.3.6.3 Analisi in HPLC 
 

La quantità di  vitamina E è stata misurata utilizzando un HPLC con un rivelatore 

elettrochimico, in grado di rilevare quantità di composto dell’ordine dei picogrammi. 

È stata utilizzata una colonna C18 ODS Hypersil, particelle di 5 µm, 100 × 2.1 mm, 

insieme ad una fase mobile costituita da MeOH/CH3COONa 0.005 M a pH 5.5 (95/5 

v/v) ad un flusso di 0.3ml/min. Il rivelatore elettrochimico è stato impostato ad un 

potenziale di ossidazione di 0.6 V. I dati sono stati raccolti ed analizzati utilizzando il 

software SC Integrator 1.00.03N Sunicom Oy (Sunicom Oy, Helsinki, Finlandia). 

L’analisi quali-quantitativa degli acidi grassi, del colesterolo e dei loro prodotti di 

ossidazione è stata eseguita con le stesse condizioni cromatografiche descritte in 

precedenza. 
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3.3.6.4 Preparazione degli esteri metilici degli acidi grassi 
 

L’analisi degli acidi grassi è stata anche eseguita in gascromatografia. Per la loro 

rilevazione al gascromatografo gli acidi grassi devono essere resi più volatili attraverso 

un processo di metilazione. 

Una porzione del residuo della fase esanica, ottenuta attraverso la metodica della 

saponificazione a freddo, è stata utilizzata per la preparazione degli esteri metilici 

secondo la metodica di Christie (Christie, 1989) leggermente modificata. Dopo 

addizione di 1 ml di BF3 metanolico al 14% e vigorosa agitazione, i campioni sono stati 

lasciati a temperatura ambiente per 30 minuti. Si è proceduto, quindi, all’estrazione 

degli esteri metilici con l’aggiunta di 4 ml di esano e 2 ml di acqua. Dopo 

centrifugazione, la fase esanica è stata portata a secco e i metil esteri risospesi in 300 µl 

di esano. In seguito 1 µl di ciascun campione è stato iniettato al gascromatografo.  
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3.3.6.5 Analisi gascromatografica 
 
La separazione degli esteri metilici degli acidi grassi è stata effettuata con un 

gascromatografo Hewlett-Packard HP-6890 dotato di un rivelatore a ionizzazione di 

fiamma (FID). E’ stata utilizzata una colonna capillare di cianopropil-metilpolissilano 

HP-23 FAME (30 m × 0.32 × 0.25 µm). Come gas di trasporto è stato impiegato azoto 

ad un flusso di 2 ml/min, la temperatura del forno è stata programmata a 175°C, quella 

dell’iniettore a 250°C, mentre la temperatura del rivelatore è stata mantenuta a 300°C. 

L’identificazione dei vari picchi è stata effettuata mediante la comparazione con i tempi 

di ritenzione di standard di riferimento commerciali (Rosa et al., 2002b). 
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3.3.7 Valutazione dell’attività antiossidante del vanillil nonanoato in 
colture cellulari nei confronti dell’ossidazione mediata dal tBH 

3.3.7.1 Metodo TBARS 
 
La capacità antiossidante del vanillil nonanoato è stata valutata come protezione dal 

danno ossidativo indotto sulle cellule VERO dal tBH 750 µM. 

Le cellule sono state coltivate in fiasche da 25 cm2 ad una densità di 2 × 106 cellule/4 

ml di terreno di coltura completo. Dopo 24 ore, il terreno è stato sostituito con 4 ml di 

PBS e sono state aggiunte due concentrazioni (5 e 10 µM) della soluzione di vanillil 

nonanoato (soluzione 10:1 in EtOH) o un equivalente volume di EtOH per i controlli. 

Dopo due ore di incubazione, è stata aggiunta una soluzione acquosa di tBH (750 µM) 

e le cellule sono state incubate per altre 2 ore. L’estensione del danno ossidativo è stata 

valutata come formazione di MDA mediante il metodo TBARS (Buege and Aust, 

1978). 

Dopo addizione di 500 µl delle soluzioni acquose di TBA (7.4 mg/ml) e di TCA (20 

mg/100 ml), le cellule sono state incubate per 15 minuti a 100°C per favorire la 

formazione dell'addotto MDA-TBA di colore rosa. Il colore sviluppato è stato misurato 

con un’analisi spettrofotometrica a 540 nm. 



 83

3.3.7.2 Valutazione dell’attività antiossidante del vanillil nonanoato tramite 
l’analisi della frazione lipidica 

 

3.3.7.2.1 Ossidazione delle cellule VERO in presenza di tBH 
 
Le cellule sono state seminate alla concentrazione di 106 cellule/10 ml di terreno e 

incubate sino a raggiungere la subconfluenza (circa 80%) per effettuare i trattamenti. Il 

terreno è stato sostituito con PBS e sono state addizionate due concentrazioni di vanillil 

nonanoato (50 e 100 µM) da una soluzione 10:1 in EtOH o un equivalente volume di 

EtOH per i controlli. Dopo 2 ore di incubazione, è stato addizionato il tBH 2.5 mM (da 

una soluzione acquosa 100 mM). 

Dopo altre 2 ore le cellule sono state staccate con il “cell scraper”; dopo 

centrifugazione è stato eliminato il surnatante e il pellet conservato a -80°C per le 

successive analisi della frazione lipidica. 
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3.3.7.2.2 Estrazione e quantificazione dei lipidi 
 
I lipidi sono stati estratti dalle cellule secondo il metodo di Folch (Folch et al., 1957) e 

saponificati a freddo come descritto in precedenza nel sistema dell’ossidazione delle 

cellule VERO in presenza di tBH. 

L’analisi quali-quantitativa degli acidi grassi, del colesterolo e dei loro prodotti di 

ossidazione è stata eseguita con le stesse condizioni cromatografiche descritte in 

precedenza. 
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3.3.8 Analisi statistiche 
 

È stato usato il programma GraphPAD INSTAT (GraphPAD software, San Diego, CA, 

USA) per calcolare le medie e le deviazioni standard dei dati ottenuti da tre o quattro 

esperimenti indipendenti che hanno coinvolto l’analisi in triplo di ciascun campione 

(n=9 o n=12). Per evidenziare la significatività tra le medie dei diversi gruppi, è stata 

effettuata l’analisi One way della varianza (ANOVA). 
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3.4 Attività antiossidante del vanillil nonanoato in vivo nel 
modello sperimentale del FeNTA 

 

3.4.1 Reagenti e sostanze chimiche 
 
Tutti i solventi utilizzati, a grado di purezza analitica, sono stati acquistati dalla Merck 

(Darmstad, Germania). 

Il nitrato ferrico-nonidrato (Fe(NO3)3·9H2O), il sale disodico dell’acido nitrilotriacetico 

(C6H7NO6Na2) sono stati acquistati dalla Sigma-Aldrich (Milano, Italia). 

Il colesterolo, il 7-cheto, gli acidi grassi standard insaturi, gli idroperossidi, la trioleina 

e la trilinoleina e i prodotti utilizzati per la saponificazione sono stati acquistati come 

indicato nei modelli descritti in precedenza. 
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3.4.2 Apparecchiature  
 

• Sistema HPLC-ECD dotato di una pompa Thermo Separation Products P1000, 

(Milano, Italia), di un detector elettrochimico INTRO (Antec Leyden, Leyden, 

Olanda) e di un iniettore automatico Triathlon (Spark Holland BV, AJ Emmen, 

Olanda). 

• Sistema HPLC 1100, Agilent Technologies (Deutschland Gmbh, Waldbronn, 

Germania) dotato di rivelatore spetrofotometrico a serie di diodi. 

• Colonna cromatografia Chrompack, Inertsil 5 ODS-2, C18 a fase inversa, 150 

mm × 4.6 mm. 

• Colonna cromatografia Chrompack, Inertsil 5 ODS-3, C18 a fase inversa, 150 

mm × 3 mm. 

• Colonna C18 ODS Hypersil, particelle di 5 µm, 100 × 2.1 mm. 

• Bagno termostatico modello SB24, Falc Instrument s.r.l. (Treviglio, Bergamo, 

Italia). 

• Evaporatore rotante sottovuoto R 114 Buchi (Svizzera). 

• Centrifuga ALC 4237R a rotore fisso, ALC INTERNATIONAL (Milano, 

Italia). 
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3.4.3 Preparazione del FeNTA 
 
La soluzione di FeNTA è stata preparata, immediatamente prima dell’utilizzo, nel 

modo descritto da Awai (Awai et al., 1979). Sono state preparate due soluzioni acquose 

di Fe(NO3)3·9H2O e C6H7NO6Na2 300 mM e 600 mM rispettivamente. 

Le due soluzioni sono state poi miscelate in un volume di 1:2 a temperatura ambiente 

ed il pH è stato portato ad un valore di 7.4, utilizzando bicarbonato di sodio. 
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3.4.4 Animali e loro trattamento 
 
Sono stati utilizzati ratti maschi adulti Wistar, acquistati dalla Charles River (Calco, 

Italia). I ratti sono stati sistemati in gabbie con un fondo in policarbonato, in una stanza 

con una temperatura di circa 22 ± 2°C e nutriti con dieta standard e acqua ad libitum. 

Differenti gruppi di animali (peso corporeo finale di ~180-200 g) sono stati utilizzati 

per ciascun esperimento dopo una settimana di stabulazione. Per valutare l’azione 

protettiva del vanillil nonanoato, alcuni gruppi di animali sono stati pretrattati con il 

composto, iniettato per via intraperitoneale, 30 minuti prima del trattamento con il 

FeNTA. Il vanillil nonanoato, soluzione in NaCl (0.9%) contenente il 3% di EtOH e il 

10% di Tween 80 (veicolo), è stato preparato poco prima del trattamento. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gli animali (5 per gruppo) sono stati pretrattati con una iniezione intraperitoneale di 

vanillil nonanoato (15 o 30 mg/Kg di peso corporeo) o con il veicolo; dopo 30 minuti 

gli animali sono stati trattati con una iniezione intraperitoneale di FeNTA (15 mg di 

Fe/Kg di peso corporeo) o con la soluzione salina e sacrificati dopo 1 ora dal 

trattamento (figura 8). 

Da ciascun animale sono stati prelevati sangue e reni. Il sangue è stato centrifugato a 

4°C per dieci minuti a 1500 rpm per ottenere il plasma. I campioni di plasma ed i reni 

sono stati quindi conservati a -80°C per le successive analisi della frazione lipidica. 

Figura 8: Trattamento degli animali nel modello sperimentale del FeNTA. 
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3.4.5 Estrazione e quantificazione dei lipidi 
 
I lipidi totali sono stati estratti dal plasma e dal rene mediante la metodica del Folch 

(Folch et al., 1957). Porzioni di 500 mg di rene e aliquote di 0.7 ml di plasma sono stati 

omogenati nella miscela CHCl3/MeOH, utilizzata nelle metodiche sperimentali in 

precedenza descritte. Durante le fasi della procedura estrattiva i campioni sono stati 

filtrati per eliminare i residui di tessuto. Dopo aver ottenuto la separazione della fase 

cloroformica dalla fase acqua-MeOH, aliquote della fase cloroformica sono state 

impiegate direttamente per le successive analisi sui lipidi. Aliquote di 0.3 ml dai 

campioni di rene e 0.5 ml dai campioni di plasma sono state portate a secco e i lipidi 

totali sono stati quantificati attraverso la metodica di Chiang (Chiang et al., 1957).  

La saponificazione a freddo utilizzata per determinare gli acidi grassi, il colesterolo e la 

vitamina E nel rene è stata lievemente modificata: il residuo secco ottenuto dalla 

seconda estrazione è stato risospeso in 0.5 ml di CH3CN acidificato con CH3COOH 

0.14% (v/v). 

L’analisi quali-quantitativa della vitamina E, degli acidi grassi, del colesterolo e dei 

loro prodotti di ossidazione è stata eseguita con le stesse condizioni cromatografiche 

descritte in precedenza. 
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3.4.6 Analisi statistiche 
 

È stato usato il programma GraphPAD INSTAT (GraphPAD software, San Diego, CA, 

USA) per calcolare le medie e le deviazioni standard dei dati ottenuti da tre esperimenti 

indipendenti che hanno coinvolto l’analisi di cinque animali per gruppo (n=15). Per 

evidenziare la significatività tra le medie dei diversi gruppi, è stata effettuata l’analisi 

One way della varianza (ANOVA). 
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4 Risultati 
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4.1 Sistemi chimici in vitro 
 
L’attività antiossidante del vanillil nonanoato è stata comparata con quella di due 

analoghi chimici, la vanillina e l’alcol vanillico durante l’autossidazione dell’acido 

linoleico, a 37°C per 32 ore, e durante l’autossidazione del colesterolo, a 140°C per 1.5 

ore. 

 

4.1.1 Sistema dell’acido linoleico 
 

In figura 9 sono mostrati i risultati ottenuti durante l’autossidazione dell’acido linoleico 

in presenza di differenti quantità (2, 3, 9, 17, 34, 68 nmoli) di vanillil nonanoato, alcol 

vanillico e vanillina. L’attività antiossidante è stata espressa come percentuale di 

protezione dell’acido linoleico, calcolata considerando le differenze nella quantità di 

acido grasso nei sistemi protetti e non protetti. 
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Figura 9: Attività antiossidante, espressa come % di protezione, di differenti quantità di 
vanillil nonanoato, alcol vanillico e vanillina, misurata durante l’autossidazione dell’acido 
linoleico a 37°C per 32 ore. 
***= p< 0.001; *= p< 0.05 rispetto ai controlli (n =6). 
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Il vanillil nonanoato e l’alcol vanillico hanno esercitato una buona attività antiossidante, 

mentre la vanillina è risultata meno efficace. 

La completa inibizione dell’autossidazione dell’acido linoleico è stata osservata a 

partire dalla quantità di 2 nmoli per l’alcol vanillico, corrispondente ad un rapporto 

molare del composto rispetto all’acido grasso di 1:1783. 

Il vanillil nonanoato ha mostrato una significativa protezione del 90% a 3 nmoli 

(1:1189) e totale a partire da 9 nmoli, mentre la vanillina ha esercitato una significativa 

inibizione dell’ossidazione dell’acido grasso a partire da 17 nmoli. 

E’ stato inoltre misurato il valore degli idroperossidi isomeri, c,t-9-HPODE, t,t-9-

HPODE, c,t-13-HPODE e t,t-13-HPODE; sono stati sommati tra loro i due c,t e i due t,t 

ed è stato calcolato il rapporto c,t/t,t. 

In tabella 1 è riportato il valore (µg) degli idroperossidi isomeri c,t, e t,t e del loro 

rapporto c,t/t,t calcolato durante l’autossidazione dell’acido linoleico in presenza di 

differenti quantità (2, 3, 9, 17, 34, 68 nmoli) di alcol vanillico, vanillil nonanoato e 

vanillina. Sono inoltre riportati i valori di riferimento relativi all’acido linoleico iniziale 

(18:2) e ossidato (18:2 ox). 

L’alcol vanillico e il vanillil nonanoato hanno determinato un evidente spostamento del 

rapporto c,t/t,t degli idroperossidi, correlato alle concentrazioni crescenti dei composti. 

 

 

 

 

Autossidazione dell'acido linoleico

nmoli del composto HPODE c,t HPODE t,t rapporto c,t/t,t
1 2 3 1 2 3 1 2 3

2 34,44 73,48 66,82 26,47 43,72 49,28 1,30 1,68 1,36
3 9,19 72,83 69,09 6,50 47,11 51,52 1,41 1,55 1,34
9 4,56 34,41 91,12 2,74 23,71 68,05 1,67 1,45 1,34
17 3,94 12,88 126,83 1,89 7,78 93,47 2,09 1,66 1,36
34 2,56 8,15 133,48 1,02 4,21 101,53 2,52 1,94 1,31
68 2,37 7,02 89,01 0,79 2,28 74,73 2,99 3,08 1,19

Valori di riferimento
HPODE c,t HPODE t,t rapporto c,t/t,t

18:2 27,94 9,78 2,86
18:2 ox 78,59 50,26 1,56

Tabella 1: Valori degli idroperossidi HPODE c,t e t,t (µg) e rapporto tra gli isomeri c,t/t,t 
formati durante l’autossidazione dell’acido linoleico in presenza di differenti quantità di 
alcol vanillico (1), vanillil nonanoato (2) e vanillina (3). 
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4.1.2 Sistema del colesterolo 
 

La figura 10 mostra l’attività antiossidante di differenti quantità (2, 3, 9, 17, 34, 68 

nmoli) di alcol vanillico, vanillil nonanoato e vanillina misurata durante 

l’autossidazione del colesterolo a 140°C per 1.5 ore. 

L’attività antiossidante è stata espressa come percentuale di protezione del colesterolo, 

calcolata considerando le differenze dei livelli di sterolo nei sistemi protetti e non 

protetti (0% protezione). 
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Dal grafico si può osservare che nel sistema utilizzato l’alcol vanillico ha mostrato 

un’attività maggiore rispetto ai due analoghi chimici, esercitando una significativa 

inibizione del processo ossidativo, di circa 80-90%, ai valori di 2 e 3 nmoli e una 

completa protezione dalla quantità di 9 nmoli; il vanillil nonanoato ha mostrato una 

totale inibizione del processo ossidativo a partire dalla quantità di 17 nmoli e una 

significativa protezione del 40% a 9 nmoli, mentre la vanillina non è risultata attiva alle 

concentrazioni utilizzate a causa della sua caratteristica instabilità alle alte temperature. 

 

Figura 10: Attività antiossidante, espressa come percentuale di protezione, di differenti 
quantità di vanillil nonanoato, alcol vanillico e vanillina durante l’autossidazione del 
colesterolo a 140°C per 1.5 ore. 
***= p< 0.001 rispetto ai controlli (n =6). 
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Nello stesso sistema sperimentale sono stati inoltre misurati i valori (µg) di 7-cheto, nei 

campioni ossidati in assenza (0) o in presenza di differenti quantità (2, 3, 9, 17, 34, 68 

nmoli) di vanillil nonanoato, alcol vanillico e vanillina (figura 11). L’alcol vanillico ha 

mostrato una significativa inibizione della formazione di 7-cheto a tutti i valori testati. 

Il vanillil nonanoato ha mostrato una significativa protezione della produzione di 7-

cheto al valore di 9 nmoli e una completa inibizione a partire dalla quantità di 17 nmoli. 

La vanillina alle quantità utilizzate non è risultata efficace, non mostrando alcuna 

riduzione della produzione di 7-cheto rispetto ai controlli. 

Figura 11: Valori di 7-cheto (µg) formati durante l’autossidazione del colesterolo a 
140°C per 1.5 ore, in presenza di differenti quantità (2 ÷ 68 nmoli) di alcol vanillico, 
vanillil nonanoato e vanillina. 
***= p< 0.001 rispetto ai controlli (n =6). 
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4.2 Ossidazione delle LDL mediata dal Cu2+ in presenza di vanillil 
nonanoato 

 

4.2.1 Analisi della frazione lipidica 
 
Nella figura 12 è riportata la somma degli acidi grassi poliinsaturi (PUFA), 

eicosapentaenoico (20:5), docosaesaenoico (22:6), arachidonico (20:4), linolenico 

(18:3-n3 e 18:3-n6), docosatetraenoico (22:4), docosatrienoico (20:3-n3 e 20:3-n6), 

linoleico coniugato (CD-18:2 o CLA) e linoleico (18:2), dei monoinsaturi (MUFA) 

(16:1 e 18:1) e il valore degli HP misurati nelle LDL durante l’ossidazione a 37°C in 

presenza di Cu2+ e pretrattatamento con diverse concentrazioni di vanillil nonanoato 

(10, 25 e 50 µM). 

 

 

 

 

 

 

Nelle LDL ossidate è stata osservata una significativa riduzione dei PUFA totali di ~ 

70% in corrispondenza ad un significativo aumento degli HP, rispetto al controllo; nei 

campioni pretrattati con il vanillil nonanoato la concentrazione dei PUFA è 

Figura 12: Valori della somma dei PUFA (20:5, 22:6, 20:4, 18:3-n3, 18:3-n6, 22:4, 20:3-
n3, 20:3-n6, CLA e 18:2) espressi in µg/mg di proteine e somma dei MUFA (16:1 e 18:1) 
e degli idroperossidi (HP) espressi in nmoli/mg di proteine, misurati nelle LDL di 
controllo e ossidate per 2 ore con il Cu2+ 5 µM, in assenza (0) o in presenza di vanillil 
nonanoato 10, 25 e 50 µM. 
***= p< 0.001 rispetto ai controlli; 
°°°= p<0.001 rispetto agli ossidati (n =9). 
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significativamente più alta, rispetto agli ossidati, a partire dalla concentrazione di 25 

µM (33%) e si osserva una riduzione significativa dei livelli di HP del 43 e 60%, 

rispettivamente alle concentrazioni di 25 e 50 µM, indice di una buona attività di 

protezione del composto nei confronti del danno ossidativo indotto dal Cu2+.  

In figura 13 sono inoltre riportati i valori del colesterolo e dei principali ossisteroli 

misurati nelle LDL durante l’ossidazione indotta a 37°C in presenza di Cu2+ e 

pretrattate con il vanillil nonanoato (10, 25 e 50 µM). 

 

 

 

 
Nelle LDL ossidate in presenza di Cu2+ è stata osservata una significativa riduzione 

dello sterolo del 16% ed un aumento significativo dei prodotti di ossidazione 7β-OH e 

7-cheto rispetto ai controlli. 

Nelle LDL ossidate in presenza di vanillil nonanoato è stata osservata una significativa 

attività di protezione con una riduzione dei livelli di ossisteroli: un decremento dei 

valori di 7β-OH del 34% alla concentrazione di 10 µM e del 46 e 80% rispettivamente 

alla concentrazione di 25 e 50 µM rispetto ai campioni ossidati, mentre i livelli di 7-

cheto sono risultati significativamente più bassi del 43% alla concentrazione di 25 µM e 

del 72% alla concentrazione più alta testata. 

*** 

Figura 13: Valori di colesterolo, 7β-OH e 7-cheto, espressi in µg/mg di proteine, misurati 
nelle LDL di controllo e nei campioni ossidati per 2 ore con Cu2+ 5 µM, in assenza (0) o in 
presenza di vanillil nonanoato 10, 25 e 50 µM. 
***= p< 0.001 rispetto ai controlli ; 
°°°= p< 0.001; °°= p< 0.01; °= p< 0.05 rispetto agli ossidati (n =9). 
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4.3 Colture cellulari 
 
Le colture cellulari di VERO sono state utilizzate in una serie preliminare di prove per 

valutare l’attività citotossica del tBH, e del vanillil nonanoato al fine di determinare le 

concentrazioni non tossiche dei due composti. 

 

4.3.1 Valutazione dell’attività citotossica del tBH e del vanillil nonanoato 
 

Nella figura 14 è riportata la percentuale di vitalità cellulare, calcolata rispetto ai 

controlli, delle cellule VERO dopo 2 ore di incubazione a 37°C in presenza di 

concentrazioni crescenti di tBH (0.75, 1, 2.5, 5, 10 mM). 
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Il tBH alle concentrazioni di 0.75, 1, 2.5, 5 mM non ha indotto una significativa 

diminuzione della vitalità cellulare, mentre alla concentrazione di 10 mM ha causato 

sulle cellule VERO un significativo effetto citotossico, con una riduzione della vitalità 

del 74%. 

Figura 14: Percentuale di vitalità delle cellule VERO dopo incubazione per 2 ore in presenza 
di differenti concentrazioni di tBH (0.75 ÷ 10 mM). 
***= p< 0.001 rispetto ai controlli (n =12). 
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La figura 15 mostra la percentuale di vitalità cellulare, calcolata rispetto ai controlli, 

dopo 24 ore di incubazione, in presenza di differenti concentrazioni di vanillil 

nonanoato (10, 25, 50, 100, 200, 400, 500 µM). 

Il vanillil nonanoato non è risultato citotossico a nessuna delle concentrazioni testate. 

Figura 15: Percentuale di vitalità, calcolata rispetto ai controlli, delle cellule VERO 
dopo incubazione, per 24 ore, in presenza di differenti concentrazioni (10 ÷ 500 µM) di 
vanillil nonanoato. 
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4.3.2 Ossidazione delle cellule VERO in presenza di tBH 
 

4.3.2.1 Analisi della frazione lipidica 
 

Nella figura 16 è riportato il cromatogramma, ottenuto in HPLC, registrato a 200 nm, 

degli acidi grassi insaturi presenti nelle cellule VERO in un campione di controllo.  

 

 

 

 

I principali acidi grassi insaturi presenti sono risultati l’acido eicosapentaenoico (20:5), 

l’acido docosaesaenoico (22:6), l’acido arachidonico (20:4), l’acido linoleico (18:2) e 

l’acido oleico (18:1). 

Nella figura 17 è mostrata la somma degli acidi grassi poliinsaturi (PUFA) (20:5, 22:6, 

20:4, 18:2) e degli idroperossidi (HP), espressi come % rispetto ai controlli non 

ossidati, misurati durante l’ossidazione delle cellule VERO in presenza di differenti 

concentrazioni di tBH (1, 2.5 e 5 mM). 

È stata osservata una significativa diminuzione della percentuale dei PUFA e un 

correlato significativo aumento degli HP, a partire dalla concentrazione più bassa di 

tBH testata, come chiaramente indicato dal coefficiente di correlazione inverso R= -

0.9719 riportato in figura 17. 
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Figura 16: Cromatogramma, registrato a 200 nm, dei principali acidi grassi presenti nelle 
membrane delle cellule VERO. 
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Nelle cellule ossidate con tBH è stata osservata una significativa riduzione dei PUFA 

totali con un range del 21-26%, corrispondente ad un significativo aumento del 55% 

della formazione di HP alla concentrazione di tBH 1 mM e dell’80% e 90% 

rispettivamente alla concentrazione di 2.5mM e 5 mM, rispetto alle cellule non 

ossidate.  

 

 

 

 

 

In figura 18 è mostrato l’andamento dell’ossidazione, indotto da tBH, dei singoli acidi 

grassi presenti nelle cellule VERO. Nei campioni ossidati con il tBH 1 mM è stata 

osservata una significativa riduzione degli acidi grassi poliinsaturi, in particolare del 

20:5, 22:6 e 20:4, i quali diminuiscono rispetto ai controlli rispettivamente del 18%, 

33% e 19%. Non è stata osservata invece una significativa riduzione degli acidi grassi 

18:2 e 18:1. L’ossidazione è stata più evidente a partire dalla concentrazione di 2.5 mM 

di tBH, dove è stata osservata una riduzione significativa degli acidi grassi poliinsaturi 

20:5 e 22:6, rispettivamente del 31% e 33%, 20:4 e 18:2 del 23%. 

 

Figura 17: Valori della somma dei principali acidi grassi poliinsaturi (PUFA) (20:5, 22:6, 
20:4, 18:2) e degli idroperossidi (HP), espressi in percentuale rispetto ai controlli, misurati 
nelle cellule VERO di controllo e ossidate per 2 ore con tBH 1, 2.5 e 5 mM. Coefficiente 
di correlazione R= Cov (x,y)/σxσy. 
***= p< 0.001; *= p< 0.05 rispetto ai controlli (n =12). 

0

20

40

60

80

100

controllo 1 2,5 5

tBH (mM)

PU
FA

 (%
 c

on
tr

ol
lo

)

0

50

100

150

200

250

300

H
P 

(%
 c

on
tr

ol
lo

)

PUFA HPR = - 0,9719

 ***   ******

*
 ***

  ***



 103

0

20

40

60

80

100

120

controllo 1 2,5 5

tBH (mM)

U
FA

 (%
 c

on
tr

ol
lo

)

20:5 22:6  20:4  18:2  18:1

***

***

**

*** ***
******

*** ***

*** ***

 

 

 

Nella figura 19 sono riportati i valori del colesterolo e del suo principale prodotto di 

ossidazione 7-cheto, misurati nelle cellule VERO dopo 2 ore di incubazione con il tBH 

alle concentrazioni di 1, 2.5 e 5 mM. A nessuna delle concentrazioni di tBH testate è 

stata osservata una riduzione significativa dello sterolo, mentre la % di 7-cheto è 

risultata aumentare in maniera significativa, rispetto ai controlli, a partire dalla 

concentrazione di 1 mM. In figura 19 è anche riportato il valore del coefficiente di 

correlazione (R) che indica una buona correlazione inversa tra la diminuzione dello 

sterolo e l’aumento del suo prodotto di ossidazione. 

È stata inoltre valutata la variazione dell’antiossidante lipofilo di membrana, vitamina 

E. Come riportato in figura 20, dopo 2 ore di incubazione delle cellule VERO con il 

tBH è stata osservata una significativa diminuzione del fenolo rispetto ai controlli, a 

tutte le concentrazioni di ossidante utilizzate. 

Figura 18: Valori dei principali acidi grassi insaturi UFA (20:5, 22:6, 20:4, 18:2 e 18:1) 
espressi in percentuale rispetto ai controlli, misurati nelle cellule VERO di controllo e 
ossidate per 2 ore con tBH 1, 2.5 e 5 mM. 
***= p< 0.001; **= p< 0.01 (n= 12) 
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Figura 19: Valori di colesterolo e 7-cheto, espressi in percentuale rispetto ai controlli, 
misurati nelle cellule VERO di controllo e nei campioni ossidati con tBH, per 2 ore alle 
concentrazioni di 1, 2.5 e 5 mM. Coefficiente di correlazione R= Cov (x,y)/σxσy. 
***= p< 0.001; *= p< 0.05 rispetto ai controlli (n =12). 

Figura 20: Valori di vitamina E, espressi in percentuale rispetto ai controlli, misurati 
nelle cellule VERO di controllo e nei campioni ossidati con tBH, per 2 ore alle 
concentrazioni di 1, 2.5 e 5 mM. 
***= p< 0.001 rispetto ai controlli (n =12). 
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Nella figura 21 sono riportati i valori dei principali acidi grassi saturi (SFA): l’acido 

laurico (12:0), l’acido miristico (14:0), l’acido palmitico (16:0) e l’acido stearico (18:0), 

misurati al GC nei controlli e nelle cellule ossidate con tBH 2.5 mM. 

Nei campioni ossidati con il tBH 2.5 mM non si è osservata una significativa riduzione 

dei valori degli acidi grassi saturi considerati rispetto ai controlli. 
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Figura 21: Valori degli acidi grassi saturi (SFA) 12:0, 14:0, 16:0 e 18:0 espressi in 
percentuale rispetto al totale, misurati nelle cellule VERO di controllo e ossidate per 2 ore 
con tBH 2.5 mM. 
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4.3.3 Valutazione dell’attività antiossidante del vanillil nonanoato in 
colture cellulari 

 
L’attività protettiva del vanillil nonanoato contro il danno ossidativo indotto dal tBH è 

stata testata nelle cellule VERO. 

4.3.3.1 TBARS 
 

Nel test del TBARS è stata utilizzata la concentrazione 750 µM di tBH, in grado di 

fornire significativi livelli di ossidazione; l’estensione del danno è stata misurata come 

produzione di MDA e i dati ottenuti sono riportati nella figura 22.  

L’attività antiossidante del composto è stata espressa come percentuale di formazione 

di MDA in assenza (campioni con tBH, 100% di produzione di MDA) o in presenza 

dell’antiossidante, confrontata con i controlli non sottoposti all’azione del tBH (la 

percentuale di MDA prodotta è dello 0%). 
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Il vanillil nonanoato ha protetto le cellule dal danno ossidativo indotto dal tBH, 

mostrando una significativa riduzione del 27% e del 33% della generazione di MDA, 

rispettivamente alla concentrazione di 5 e 10 µM. 

Figura 22: Percentuale di formazione di MDA, indotta da tBH 750 µM, in presenza di vanillil 
nonanoato (5 e 10 µM), calcolata rispetto ai controlli senza tBH (0% di MDA prodotta). È 
inoltre mostrato il campione di controllo contenente EtOH.  
***= p< 0.001 rispetto ai controlli (n =12). 
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La capacità antiossidante della molecola non è risultata influenzata dalla presenza di 

EtOH. 
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4.3.3.2 Analisi della frazione lipidica 
 

Il vanillil nonanoato è stato inoltre testato nelle colture cellulari di VERO per valutare 

l’effetto protettivo contro l’ossidazione indotta da tBH 2.5 mM nei confronti di 

specifici “target” lipidici cellulari (acidi grassi e colesterolo). 

Nella figura 23 sono riportati i valori della somma dei principali acidi grassi poliinsaturi 

(PUFA) (20:5, 22:6, 20:4, 18:2), espressi in percentuale rispetto ai controlli, misurati 

nei campioni di cellule di controllo (Ctrl) e nei campioni ossidati per 2 ore con tBH 2.5 

mM in assenza (0) o in presenza di vanillil nonanoato (50 e 100 µM). 
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Nella stessa figura sono riportati i valori degli idroperossidi degli acidi grassi (HP), 

espressi in percentuale rispetto ai controlli, misurati negli stessi campioni di cellule. È 

inoltre riportato il valore ottenuto nei campioni di cellule trattate con il solo vanillil 

nonanoato 100 µM (Ctrl 100): in questi campioni non è stata osservata una significativa 

riduzione dei PUFA totali né formazione di HP rispetto ai controlli. 

Figura 23: Valori della somma dei principali acidi grassi poliinsaturi (PUFA) (20:5, 
22:6, 20:4, 18:2) e degli idroperossidi (HP), espressi in percentuale rispetto ai controlli, 
misurati nelle cellule VERO di controllo (Ctrl) e nei campioni ossidati con tBH, per 2 
ore, in assenza (0) o in presenza di vanillil nonanoato (50, 100 µM),  
***= p< 0.001; **= p< 0.01 rispetto ai controlli; 
°°°= p< 0.001; °°= p< 0.01 ; °= p< 0.05 rispetto ai campioni ossidati (n =12). 
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Nei campioni ossidati con il tBH è stata osservata una significativa riduzione dei PUFA 

totali del 27% in corrispondenza ad un significativo aumento (89%) della formazione di 

HP rispetto ai controlli. 

Il vanillil nonanoato, alle concentrazioni 50 e 100 µM, ha mostrato una significativa 

protezione nei confronti dell’ossidazione indotta dal tBH con valori di PUFA simili ai 

controlli ed una significativa riduzione di idroperossidi rispetto ai campioni ossidati, 

con un valore simile al valore di controllo nei campioni con vanillil nonanoato 100 µM. 

 

  

 

 

 

 

 

Nella figura 24 sono riportati i valori dei principali acidi grassi insaturi (20:5, 22:6, 20:4 

18:2 e 18:1) (UFA), presenti nelle cellule VERO, espressi in percentuale rispetto ai 

controlli, misurati nei campioni di cellule di controllo (Ctrl) e nei campioni ossidati con 

tBH 2.5 mM in assenza (0) o in presenza di vanillil nonanoato (50 e 100 µM). 

È anche riportato il valore ottenuto nei campioni di cellule trattate con solo vanillil 

nonanoato 100 µM (Ctrl 100); in questo gruppo di cellule non sono state osservate 

Figura 24: Valori degli acidi grassi insaturi (UFA) (20:5, 16:1, 22:6, 20:4 18:2 e 18:1) 
misurati nelle cellule VERO di controllo (Ctrl) e nei campioni ossidati con tBH, per 2 ore, 
in assenza (0) o in presenza di vanillil nonanoato (50, 100 µM). 
**= p< 0.01; *= p< 0.05 rispetto ai controlli; 
°°°= p< 0.001; °°= p< 0.01;°= p< 0.05 rispetto ai campioni ossidati (n =12). 
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variazioni statisticamente importanti del valore degli acidi grassi poliinsaturi e 

monoinsaturi rispetto ai controlli. 

Nei campioni ossidati con il tBH è stata osservata una significativa riduzione degli acidi 

grassi poliinsaturi, in particolare del 20:5, 22:6 e 20:4.  

Il vanillil nonanoato alla concentrazione di 50 µM ha mostrato una significativa 

protezione (37%) nei confronti dell’ossidazione del 20:5 indotta dal tBH. Lo stesso 

composto alla concentrazione di 100 µM ha mostrato una significativa protezione dal 

danno ossidativo indotto dal tBH nei confronti degli acidi grassi 20:5, 22:6 e 20:4, 

rispettivamente con una percentuale di incremento del 32%, 20% e 20% rispetto ai 

campioni ossidati. 
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Nella figura 25 sono riportati i valori del colesterolo e del suo principale prodotto di 

ossidazione il 7-cheto, espressi in percentuale rispetto ai controlli, misurati nelle cellule 

VERO nei controlli e nei campioni ossidati con tBH 2.5 mM in assenza o in presenza di 

vanillil nonanoato (50 e 100 µM). È riportato inoltre il valore ottenuto nei campioni di 

cellule trattate con solo vanillil nonanoato 100 µM (Ctrl 100). 

Nei campioni di cellule trattate con solo vanillil nonanoato 100 µM non sono state 

osservate variazioni significative dei valori percentuali di colesterolo e 7-cheto rispetto 

ai controlli. 

Figura 25: Valori di colesterolo e 7-cheto, espressi in percentuale rispetto ai controlli, 
misurati nelle cellule VERO di controllo (Ctrl) e nei campioni ossidati con tBH, per 2 ore, 
in assenza (0) o in presenza di vanillil nonanoato (50, 100 µM). 
***= p< 0.001 rispetto ai controlli; 
°= p< 0.05 rispetto ai campioni ossidati (n =12). 
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Il vanillil nonanoato, alle concentrazioni di 50 e 100 µM, ha mostrato una significativa 

riduzione della produzione di 7-cheto rispetto ai campioni ossidati. 
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4.4 Attività antiossidante del vanillil nonanoato in vivo nel modello 
sperimentale del FeNTA 

 
L’attività antiossidante del vanillil nonanoato è stata valutata in vivo nel modello 

sperimentale del FeNTA. 

A tale scopo alcuni gruppi di animali sono stati pretrattati, per via intraperitoneale, con 

2 diverse concentrazioni di vanillil nonanoato (15 e 30 mg/Kg di peso corporeo) 30 

minuti prima del trattamento con il FeNTA (15 mg di Fe/Kg di peso corporeo). Gli 

animali sono stati sacrificati dopo 1 ora dal trattamento e si è proceduto con le analisi 

biochimiche sulla frazione lipidica del plasma e del rene. 

Nella figura 26 sono riportati i valori dei lipidi totali (g/dl di plasma) e della vitamina E 

(mg/dl di plasma) misurati nel plasma dei ratti trattati con il FeNTA e pretrattati con il 

vanillil nonanoato.  
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I valori di lipidi totali misurati nel plasma dei ratti trattati con il FeNTA risultano ridotti 

del 15% rispetto a quelli dei ratti di controllo, mentre per i livelli di vitamina E è stata 

osservata una riduzione del 23 % rispetto ai ratti di controllo. Si può osservare che negli 

animali pretrattati con il vanillil nonanoato alla dose di 30 mg/Kg di peso corporeo (VN 

Figura 26: Valori dei lipidi totali (LT) e di vitamina E misurati nel plasma degli animali 
di controllo (veicolo + salina), in quelli trattati con il FeNTA e pretrattati con il vanillil 
nonanoato (15 e 30 mg/Kg di peso corporeo) (VN 15 + FeNTA e VN 30 + FeNTA). 
*= p<0.05 rispetto ai controlli; 
°°= p<0.01 rispetto ai ratti trattati con il FeNTA; 
§§= p<0.01 rispetto a VN 15 + FeNTA (n =15). 
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30 + FeNTA) è stato osservato un significativo risparmio della vitamina E rispetto ai 

ratti trattati con il FeNTA. 
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Nel rene (figura 27) la diminuzione dei lipidi totali e della vitamina E è risultata meno 

marcata rispetto a quella osservata nel plasma e l’effetto protettivo osservato negli 

animali pretrattati con il vanillil nonanoato è risultato meno evidente alle due 

concentrazioni testate.  

La figura 28 mostra l’andamento della somma dei principali acidi grassi insaturi (UFA) 

(mg/dl di plasma) oleico (18:1), linoleico (18:2), linolenico (18:3), arachidonico (20:4), 

eicosatrienoico (20:3), eicosapentaenoico (20:5), docosaesaenoico (22:6) e i livelli di 

HP (mmoli/dl di plasma) misurati nel plasma dei ratti di controllo, trattati con il FeNTA 

e pretratti con il vanillil nonanoato.  

 

Figura 27: Valori dei lipidi totali (LT) e di vitamina E misurati nel rene degli animali di 
controllo (veicolo + salina), in quelli trattati con il FeNTA e pretrattati con il vanillil 
nonanoato (15 e 30 mg/Kg di peso corporeo) (VN 15 + FeNTA e VN 30 + FeNTA). 
** = p<0.01; * = p<0.05 rispetto ai controlli (n =15) 
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Nel plasma dei ratti trattati con il FeNTA è stata osservata una significativa riduzione 

degli UFA e un corrispettivo significativo aumento degli HP rispetto ai controlli; il 

pretrattamento con il vanillil nonanoato ha indotto una significativa protezione dal 

danno ossidativo indotto dal FeNTA con valori di idroperossidi comparabili a quelli 

misurati negli animali di controllo, a partire dalla dose di 15 mg/Kg di peso corporeo.  

Nel rene (figura 29) degli animali trattati con una singola iniezione intraperitoneale di 

FeNTA è stata osservata una significativa riduzione del 24% della somma degli UFA 

(18:1, 18:2, 18:3: 20:3, 20:4, 20:5 e 22:6) ed un significativo incremento degli HP 

rispetto ai ratti di controllo. Il pretrattamento con il vanillil nonanoato esplica un effetto 

protettivo dimostrato dal significativo decremento degli HP rispetto agli animali tratatti 

con il FeNTA, a partire dalla dose più bassa di vanillil nonanoato utilizzata, ma minore 

rispetto a quello osservato nel plasma. 

 

Figura 28: Valori degli acidi grassi insaturi (UFA) e degli idroperossidi (HP) 
misurati nel plasma degli animali di controllo (veicolo + salina), in quelli trattati con 
il FeNTA e pretrattati con il vanillil nonanoato (15 e 30 mg/Kg di peso corporeo) 
(VN 15+ FeNTA e VN 30 + FeNTA). 
***= p<0.001; **= p<0.01 rispetto ai controlli; 
°°°= p<0.001; °= p<0.05 rispetto ai ratti trattato con il FeNTA (n =15). 
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Figura 29: Valori della somma degli acidi grassi insaturi (UFA) e degli idroperossidi 
(HP) misurati nel rene degli animali di controllo (veicolo + salina), in quelli trattati con 
il FeNTA e pretrattati con il vanillil nonanoato (15 e 30 mg/kg di peso corporeo) (VN 
15 + FeNTA e VN 30 + FeNTA). 
***= p<0.001 ; **= p<0.01 rispetto ai controlli; 
°°°= p<0.001 rispetto ai ratti trattato con il FeNTA (n =15). 

Figura 30: Valori degli acidi grassi insaturi (UFA) oleico (18:1), linoleico (18:2), 
arachidonico (20:4), eicosapentaenoico (20:5) e docosaesaenoico (22:6) misurati nel 
plasma dei ratti di controllo (veicolo + salina), in quelli trattati con il FeNTA e 
pretrattati con il vanillil nonanoato (15 e 30 mg/Kg di peso corporeo) (VN 15 + FeNTA 
e VN 30 + FeNTA).  
**= p<0.01; *= p<0.05 rispetto ai controlli; 
°°= p<0.01; °= p<0.05 rispetto ai ratti trattati con il FeNTA (n =15). 
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È stato valutato nel plasma e nel rene il profilo degli acidi grassi insaturi (UFA) (mg/dl 

di plasma) più suscettibili all’ossidazione. 

Come si osserva dagli istogrammi in figura 30 e 31, dopo 1 ora dalla somministrazione 

del FeNTA è stata osservata una significativa riduzione del valore di tutti i principali 

acidi grassi insaturi presenti nel plasma e nel rene rispetto ai controlli.  

Nel plasma degli animali pretrattati con il vanillil nonanoato, alla concentrazione di 30 

mg/Kg di peso corporeo, sono stati misurati valori più alti rispetto a quelli dei ratti 

trattati col solo FeNTA: il pretrattamento con il vanillil nonanoato ha ridotto 

significativamente il consumo del 20:4 e del 18:2 rispetto agli animali trattati, mentre 

nel rene il pretrattamento con il vanillil nonanoato (15 mg/Kg di peso corporeo) ha 

ridotto significativamente il consumo del 22:6 rispetto agli animali trattati con il 

FeNTA. 
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Figura 31: Valori degli acidi grassi insaturi (UFA) oleico (18:1), linoleico (18:2), 
arachidonico (20:4), eicosapentaenoico (20:5) e docosaesaenoico (22:6) misurati nel rene 
dei ratti di controllo (veicolo + salina), in quelli trattati con il FeNTA e pretrattati con il 
vanillil nonanoato (15 e 30 mg/Kg di peso corporeo) (VN 15 + FeNTA e VN 30 + 
FeNTA).  
***= p<0.001; *= p<0.05 rispetto ai controlli; 
°°°= p<0.001; °°= p<0.01 rispetto ai ratti trattati con il FeNTA (n =15). 
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In figura 32 sono riportati i valori di colesterolo (mg/dl) e del suo principale prodotto di 

ossidazione 7-cheto misurati nel plasma dei ratti di controllo, trattati con il FeNTA e in 

quelli pretrattati con il vanillil nonanoato. 
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Si può osservare che negli animali trattati con il FeNTA, in seguito alla diminuzione del 

colesterolo dovuta all’ossidazione indotta dall’agente ossidante, si è avuto un aumento 

significativo del valore di 7-cheto rispetto agli animali di controllo: questo valore, nei 

ratti pretrattati con il vanillil nonanoato, è risultato significativamente ridotto rispetto 

agli animali trattati, ad entrambe le concentrazioni utilizzate. 

Anche nel rene (figura 33) degli animali trattati è stata osservata una diminuzione del 

colesterolo e un significativo aumento del suo principale prodotto di ossidazione 7-

cheto, ma meno evidente rispetto a quello osservato nel plasma. 

Figura 32: Valori di colesterolo e 7-cheto misurati nel plasma degli animali di 
controllo, in quelli trattati e pretrattati con il vanillil nonanoato (15 e 30 mg/kg di peso 
corporeo) (VN 15 + FeNTA e VN 30 + FeNTA). 
*** = p<0.001 rispetto ai controlli; 
°°° = p<0.001 rispetto ai ratti trattati con il FeNTA (n =15). 



 118

Nello stesso organo i livelli di 7-cheto sono stati ridotti in maniera significativa nei ratti 

pretrattati con il vanillil nonanoato, ad entrambe le dosi testate rispetto agli animali 

trattati con il FeNTA. 
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Figura 33: Valori di colesterolo e 7-cheto misurati nel rene degli animali di controllo, 
in quelli trattati e pretrattati con il vanillil nonanoato (15 e 30 mg/Kg di peso 
corporeo). 
*** = p<0.001 rispetto ai controlli; 
°°° = p<0.001 rispetto ai ratti trattati con il FeNTA (n =15). 
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5 Discussione 
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Un gran numero di molecole presenti nelle piante hanno mostrato la capacità di 

contrastare l’azione dei radicali liberi in diversi sistemi biologici (Bonnely et al., 2000), 

ed è per questo motivo che gli antiossidanti naturali presenti nei cibi vengono 

considerati costituenti importanti per i loro effetti terapeutici (Ames et al., 1993). 

Il frutto del Capsicum annuum è una buona fonte di antiossidanti naturali e tra questi vi 

sono dei composti esclusivi di questo genere: i capsaicinoidi presenti principalmente 

nella varietà piccante (longum) e i capsinoidi, presenti in maggiore quantità nei frutti di 

una cultivar non piccante chiamata CH-19 Sweet. 

Il capsiato e il diidrocapsiato, i principali capsinoidi presenti nel Capsicum, hanno 

mostrato diverse attività biologiche, in particolare una notevole attività antiossidante in 

vitro. Il vanillil nonanoato viene considerato un composto fenolico in grado di mimare 

il comportamento dei capsinoidi naturali (Macho et al., 2003a; Macho et al., 2003b; 

Sancho et al., 2002) e in lavori precedenti, condotti nei nostri laboratori, ha mostrato 

un’attività antiossidante comparabile a quella dell’analogo naturale (Rosa et al., 2002a).  

In questo lavoro di tesi è stata approfondita l’attività antiossidante e il meccanismo 

d’azione dei capsinoidi utilizzando come capsinoide modello il vanillil nonanoato, 

tenendo conto che questo analogo chimico può essere ottenuto facilmente tramite 

sintesi enzimatica e chimica (Appendino et al., 2002), mentre l’estrazione e 

l’isolamento del capsiato naturale è una procedura difficile e dispendiosa.  

In questo studio è stato valutato l’effetto antiossidante attraverso l’utilizzo di diversi 

modelli sperimentali di stress ossidativo.  

Nella prima fase del lavoro sono stati utilizzati dei sistemi chimici in vitro, ed è stata 

effettuata la comparazione dell’attività antiossidante del vanillil nonanoato con quella 

di due analoghi chimici semplificati, i composti vanilloidi alcol vanillico e vanillina, 

per stabilire una relazione struttura-attività. 

Le tre molecole sono state testate nel sistema dell’autossidazione dell’acido linoleico, 

un semplice sistema che permette di valutare la capacità di una molecola di inibire la 

perossidazione lipidica indotta dai radicali lipoperossilici ROO•. L’andamento 

dell’ossidazione è stato valutato considerando il consumo dell’acido grasso e la 

formazione dei suoi principali prodotti di ossidazione, gli droperossidi isomeri HPODE 

c,t e t,t; inoltre in questo sistema sperimentale la misura del rapporto fra gli 

idroperossidi isomeri c,t/t,t, formati dalla degradazione ossidativa dell’acido grasso, 

consente di ipotizzare un’attività di donazione di atomi di idrogeno. La formazione 
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degli idroperossidi isomeri durante l’autossidazione dell’acido linoleico segue un 

andamento paraboloide, con un iniziale spostamento del rapporto verso gli isomeri c,t 

che scompare man mano che procede la degradazione dell’acido grasso, ma che viene 

incrementato in presenza di un antiossidante che agisce come forte donatore di atomi di 

idrogeno (Banni et al., 1996a). 

Dai risultati ottenuti soltanto il vanillil nonanoato e l’alcol vanillico hanno mostrato una 

notevole efficacia come scavenger di radicali lipoperossilici ROO• e uno spostamento 

del rapporto c,t/t,t degli idroperossidi, correlato alle concentrazioni crescenti di tali 

composti, indicando un meccanismo di donazione di atomi d’idrogeno; in questo 

sistema la vanillina è risultata meno efficace. 

I dati ottenuti indicano che l’attività antiossidante del vanillil nonanoato, nei confronti 

dei radicali ROO• generati in questo sistema, è probabilmente dovuta alla donazione di 

atomi di idrogeno dal gruppo idrossilico presente nella porzione vanilloide della 

molecola, e non alla catena laterale. 

È stata inoltre testata la capacità del vanillil nonanoato e degli analoghi chimici 

semplificati di inibire l’ossidazione del colesterolo a 140°C per 1.5 ore. L’alcol 

vanillico e il vanillil nonanoato hanno mostrato un significativo effetto protettivo nei 

confronti del consumo del colesterolo e una significativa inibizione della produzione di 

7-cheto, principale prodotto di ossidazione dello sterolo, confermando l’azione di 

scavenger osservata nel sistema precedente, mentre la vanillina non è risultata attiva a 

causa della sua instabilità alla alte temperature. 

L’alcol vanillico, sia nel sistema dell’acido linoleico che in quello del colesterolo, ha 

esercitato un’attività antiossidante leggermente superiore rispetto a quella del vanillil 

nonanoato, probabilmente dovuta alla maggiore capacità di delocalizzare il radicale 

risultante nell’anello aromatico, pur agendo entrambi probabilmente come donatori di 

atomi d’idrogeno dalla porzione vanilloide. 

L’attività antiossidante del vanillil nonanoato è stata poi valutata in un sistema in vitro 

più complesso, durante l’ossidazione delle LDL in presenza di Cu2+.  

Lo studio dell’ossidazione delle LDL in presenza di questo metallo è un modello 

importante per la comprensione dei fenomeni ossidativi che avvengono in alcune 

patologie. Infatti diversi studi epidemiologici dimostrano come l’ossidazione delle LDL 

può avere, nell’uomo, un ruolo causale nell’aterosclerosi e in condizioni patologiche ad 

essa connesse, come patologie cardiovascolari e ischemia (Reaven et al., 1999). Inoltre 
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la presenza nel plasma di metalli (ferro e rame) in eccesso può portare all’ossidazione 

di alcune biomolecole ed essere quindi la causa di patologie legate all’ossidazione del 

compartimento plasmatico (Frei and Gaziano, 1993). È stato ampiamente dimostrato 

che l’aumento della produzione dei radicali liberi e il danno ossidativo generato 

dall’alterazione dell’omeostasi del rame sono coinvolti in processi neurodegenerativi 

caratteristici di alcuni disordini genetici del sistema nervoso centrale (patologia di 

Menke e di Wilson) (Rossi et al., 2006). 

Per valutare l’attività antiossidante del vanillil nonanoato durante l’ossidazione delle 

LDL per 2 ore in presenza di Cu2+ sono stati considerati come indici del danno 

ossidativo i componenti lipidici delle particelle, quali acidi grassi insaturi e colesterolo 

e i loro rispettivi prodotti di ossidazione, gli HP e il 7-cheto. In questo sistema il vanillil 

nonanoato ha esercitato una significativa attività di protezione nei confronti della 

degradazione ossidativa indotta dal Cu2+ dei principali PUFA (20:5, 22:6, 20:4, 18:3, 

18:2, CLA, 22:4 e 20:3) e del colesterolo presenti nelle LDL, a partire dalla 

concentrazione di 25 µM, e una corrispondente diminuzione degli HP e del 7-cheto. 

In questo modello sperimentale il vanillil nonanoato ha mostrato un’attività 

antiossidante inferiore rispetto a quella esercitata nei modelli sperimentali in vitro 

descritti in precedenza; il motivo potrebbe essere il fatto che l’attività antiossidante del 

composto è stata testata in un ambiente acquoso, in cui il vanillil nonanoato risulta più 

instabile. Il vanillil nonanoato è un fenolo con caratteristiche lipofile, e possiede una 

notevole stabilità in solventi poco polari, come acetato di etile, CHCl3 e n-esano, mentre 

risulta più labile in solventi polari come acqua, metanolo e etanolo (Sutoh et al., 2001). 

È stata inoltre studiata l’attività antiossidante del vanillil nonanoato in un modello di 

stress ossidativo in colture cellulari, per valutare la capacità della molecola di 

contrastare la degradazione ossidativa dei lipidi cellulari. Come agente ossidante è stato 

scelto il tBH, un idroperossido organico in grado di stimolare la perossidazione lipidica 

in un sistema biologico contenente membrane e ampiamente utilizzato in molti sistemi 

di colture cellulari (Alia et al., 2006; Masaki et al., 1989). 

In particolare il tBH è stato utilizzato come ossidante in colture primarie, in microsomi 

di fegato di ratto e in cellule di epatocarcinoma umane (HepG2), e lo stress ossidativo 

indotto è stato valutato attraverso l’analisi di parametri generici, come le specie reattive 

all’acido tiobarbiturico e enzimi antiossidanti come la catalasi, glutatione perossidasi e 
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reduttasi, e la superossido dismutasi (Alia et al., 2006; Goya et al., 2007; Rodriguez et 

al., 2001). 

È stato inizialmente valutato l’effetto ossidante di tre concentrazioni, non citotossiche, 

di tBH sulle cellule VERO (1, 2.5 e 5 mM), per stabilire una concentrazione ottimale 

per ottenere uno stress ossidativo chiaramente misurabile. Il danno ossidativo è stato 

valutato attraverso la misura delle modificazioni della frazione lipidica indotte dal tBH.  

Le modificazioni ossidative a livello della membrana cellulare sono state analizzate 

monitorando le variazioni dei livelli dei principali acidi grassi insaturi e saturi, del 

colesterolo e della vitamina E delle cellule VERO. 

Dopo due ore dal trattamento con il tBH, è stata osservata una significativa diminuzione 

dei PUFA totali considerati a partire dalla concentrazione più bassa testata e un 

correlato significativo aumento degli HP. Alla concentrazione di tBH 1 mM gli acidi 

grassi insaturi più suscettibili all’ossidazione sono risultati il 20:5, 22:6 e 20:4 e il 18:2 

dalla concentrazione di tBH 2.5 mM. Non è stata osservata alcuna diminuzione 

significativa del 18:1 e dei principali acidi grassi saturi a nessuna delle concentrazioni 

di tBH testate. L’agente ossidante non ha inoltre indotto una diminuzione significativa 

del colesterolo, mentre è stato osservato un significativo incremento del 7-cheto a 

partire dalla concentrazione più bassa. Anche l’antiossidante di membrana vitamina E è 

risultato fortemente suscettibile all’ossidazione indotta sulle cellule VERO. 

È stato quindi valutato l’effetto protettivo del vanillil nonanoato nei confronti del danno 

ossidativo cellulare indotto dal tBH.  

Il fenolo ha mostrato un significativo effetto protettivo in maniera specifica sulla 

diminuzione dei principali componenti lipidici cellulari e sulla formazione dei rispettivi 

prodotti di ossidazione, confermando l’azione di scavenger dei radicali perossilici 

mostrata nei modelli precedenti. In particolare ha esercitato, alle concentrazioni di 5 e 

10 µM, una significativa riduzione della formazione di MDA indotta da tBH 750 µM, e 

a concentrazioni più elevate, 50 e 100 µM, ha mostrato un’attività di protezione dalla 

degradazione ossidativa dei PUFA (in particolare il 20:5, il 22:6 e il 20:4) e del 

colesterolo indotta da tBH 2.5 mM, riducendo sensibilmente i prodotti di ossidazione 

(HP e 7-cheto). 

L’attività antiossidante del vanillil nonanoato mostrata nei sistemi sperimentali in vitro 

è stata in fine confermata in vivo nel modello sperimentale del FeNTA. 
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L’iniezione intraperitoneale di una dose sub letale di FeNTA (15 mg Fe/Kg di peso 

corporeo) induce un notevole danno ossidativo in associazione con l’eccesso di ferro, 

causato da un’elevata produzione di radicali liberi (Qi et al., 1999). 

Nel nostro laboratorio è stato osservato che una tale dose è in grado di causare nei ratti 

l’ossidazione della frazione lipidica, in particolare PUFA, colesterolo e vitamina E nel 

rene e nel plasma dopo 1 ora dal trattamento con il complesso (Deiana et al., 2001; 

Deiana et al., 2005). Il compartimento plasmatico sembra essere il primo target del 

processo ossidativo. 

Il pretrattamento con il vanillil nonanoato (15 e 30 mg/Kg di peso corporeo) è in grado 

di indurre una diminuzione della perossidazione lipidica nel plasma e nel rene degli 

animali trattati con il FeNTA. Infatti nel plasma dei ratti pretrattati con il composto è 

stato osservato un effetto protettivo sulla riduzione dei lipidi totali, degli acidi grassi 

insaturi, della vitamina E e del colesterolo, e sull’incremento degli HP e del 7-cheto; 

l’attività antiossidante è risultata meno evidente nel rene, rispetto a quella osservata nel 

plasma, probabilmente correlabile alla minore suscettibilità ossidativa di questo organo. 

 

Dai risultati ottenuti il vanillil nonanoato ha mostrato una notevole attività antiossidante 

in diversi modelli sperimentali in vitro e in vivo. È un composto lipofilo, altamente 

instabile nei solventi polari ed estremamente sensibile a processi idrolitici (Ohnuki et 

al., 2001b; Sutoh et al., 2001). Studi sull’uomo e sui ratti hanno dimostrato che anche 

gli analoghi della capsaicina vengono metabolizzati tramite idrolisi del legame amidico 

durante il passaggio attraverso la pelle (Iida et al., 2003). Quindi è probabile che il 

vanillil nonanoato nei sistemi biologici venga idrolizzato da esterasi o lipasi o subire 

un’idrolisi chimica in ambiente acquoso (Iida et al., 2003). È dunque ragionevole 

pensare che l’attività antiossidante del vanillil nonanoato esplicata in vivo sia mediata 

dall’alcol vanillico, metabolita idrolitico idrofilico (Sutoh et al., 2001).  

Il vanillil nonanoato mostra le stesse attività biologiche del capsiato naturale (Rosa et 

al., 2002a), può essere quindi considerato un interessante composto antiossidante in 

grado di mimare il comportamento dei capsinoidi naturali. Inoltre può essere 

considerato in vivo un pro-drug dell’alcol vanillico, composto fenolico dotato 

anch’esso di interessanti proprietà antiossidanti (Hsieh et al., 2000). 
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Tenendo conto che la somministrazione sistemica dei capsinoidi risulta essere ben 

tollerata sia negli animali che nell’uomo (Iida et al., 2003), questi composti si 

qualificano come promettenti antiossidanti naturali, presenti nella dieta.  

Ulteriori studi saranno comunque necessari per approfondire i processi correlati 

all’assorbimento e alla biodisponibilità dei capsinoidi, mediante l’ulilizzo del 

capsinoide mimico vanillil nonanoato. 
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