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INTRODUZIONE 
 

L’esposizione quotidiana a sostanze tossiche e cancerogene presenti nei diversi 

comparti ambientali quali aria, acqua e suolo, e in alimenti di diversa origine, 

possono influenzare la comparsa di patologie cronico degenerative, in particolare i 

tumori in diverse sedi, la cui incidenza è fortemente aumentata negli ultimi decenni. 

Per quanto riguarda gli alimenti va osservato che, non solo la loro contaminazione 

legata all’inquinamento ambientale o a certe pratiche agronomiche, ma anche l’uso 

esagerato di certi alimenti nella così detta dieta occidentale, può essere fattore di 

rischio per malattie cronico degenerative. Va però osservato che alcuni alimenti 

soprattutto di origine vegetale, che sono alla base della dieta mediterranea, sono in 

grado di prevenire le suddette patologie ed in particolare i tumori di diverse sedi 

come dimostrato non solo da numerose ricerche epidemiologiche [1-3], ma anche da 

studi di laboratorio condotti sia “in vitro” [4-7] che sul modello animale [8,9]. Infatti 

questi ultimi studi hanno evidenziato che numerose molecole di origine vegetale 

possiedono potenti attività antiossidanti che possono essere coinvolte nella 

prevenzione dei tumori, agendo sulle differenti fasi del processo di cancerogenesi. In 

tale contesto una classe di composti che ha ricevuto particolare attenzione è quella 

dei polifenoli presenti nell’olio di oliva, alimento tipico della dieta mediterranea. I 

polifenoli dell’olio di oliva hanno dimostrato di possedere infatti un ampio spettro di 

attività biologiche, come riportato in numerosi lavori che hanno chiaramente 

evidenziato i loro effetti benefici sulla salute [1-9], suggerendo un loro promettente 

ruolo quali molecole in grado di prevenire patologie-cronico degenerative compresi i 

tumori, agendo nelle diverse fasi del processo multistadio della cancerogenesi indotto 

anche da xenobiotici di origine ambientale [10,11]. Tale aspetto può avere importanti 

implicazioni nell’evitare danni legati ad esposizioni pregresse agli inquinanti presenti 

nei diversi comparti ambientali. Una classe di inquinanti atmosferici ubiquitari sia in 

ambienti indoor che outdoor, è costituta dai Composi Organici Volatili (COV) che 

insieme al particolato atmosferico sono da considerare la frazione avente maggior 

impatto sulla salute umana. Tali composti infatti, come del resto altri xenobiotici, una 

volta penetrati nell’organismo vengono trasformati chimicamente da enzimi specifici 

(enzimi di fase I e II), che li metabolizzano attivandoli. Tuttavia questa attivazione 

può avere sia un effetto protettivo, (eliminazione e/o detossificazione), che un effetto 
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dannoso con conseguente formazione di metaboliti altamente reattivi in grado di 

reagire con le macromolecole biologiche, proteine, lipidi e DNA, provocando 

alterazioni della loro struttura e riduzione o perdita della funzionalità [12,13]. 

L’effetto cancerogeno dei COV sembra appunto essere dovuto alla formazione di uno 

o più metaboliti reattivi in grado di agire da agenti alchilanti formando addotti alle 

basi azotate del DNA [14,15]. Come si evince da dati della letteratura, una via 

alternativa sembra poter essere la produzione di specie reattive dell’ossigeno (ROS) 

responsabili del danno ossidativo al DNA come dimostrato ad esempio per lo stirene 

ossido, metabolita dello stirene [16]. Dato che il meccanismo di genotossicità ed il 

relativo potenziale cancerogeno dei differenti composti sopra riportati non è ancora 

completamente chiarito, lo studio degli effetti dei differenti epossidi sul danno al 

DNA si rende necessario, per arricchire i dati incompleti sulla loro potenziale attività 

genotossica. Come spesso riportato infatti i ROS sono prodotti non solo da processi 

endogeni ma anche dall’esposizione ad agenti esogeni, quali inquinanti, radiazioni e 

microorganismi coinvolti nei processi infiammatori.  

L’iperproduzione dei ROS, non controbilanciata da una adeguata attività 

antiossidante, è responsabile della senescenza e dell’apoptosi delle cellule e, come 

ultimo stadio, di tumori e di altre malattie degenerative correlate con 

l’invecchiamento [4]. 

Poiché i fenoli dell’olio di oliva, come precedentemente riportato, possiedono un forte 

potere antiossidante, potrebbero essere in grado di impedire la produzione di ROS 

evitando il danno ossidativo al DNA e inibendo la fase di iniziazione del processo di 

cancerogenesi. 

Sulla base delle considerazioni riportate, in questo lavoro di tesi si sono analizzate 

alcune attività chemio-preventive dei polifenoli estratti dall’olio di oliva e dalle acque 

di risulta della lavorazione delle olive (acque di vegetazione), cercando di evidenziare 

la loro capacità di controbilanciare l’azione dei ROS prodotti dagli epossidi dei COV e 

quindi di evitare o ridurre il danno al DNA indotto da cancerogeni ambientali. 
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1.DIETA  MEDITTERANEA  E OLIO  D’  OLIVA 

 

La dieta mediterranea è uno stile alimentare che privilegia il consumo di frutta, 

verdura, patate, legumi, pasta, pane e pesce. Tipico di questo regime alimentare, è 

l’olio extra-vergine d’oliva, eccezionale per il suo gusto e per la sua digeribilità e 

soprattutto perché, per la sua composizione in acidi grassi, principalmente l’acido 

oleico, risulta importante nella prevenzione di patologie cardiovascolari. Infatti, sono 

ormai note le proprietà antiossidanti dell’olio d’oliva che si realizzano nella “lotta” 

contro i radicali liberi e nella capacità di ridurre i livelli delle LDL ossidate 

(lipoproteine a bassa densità,) e di aumentare quelli delle HDL (lipoproteine ad alta 

densità, definite come “colesterolo buono”) [1,6]. 

Negli ultimi anni, l’attenzione del mondo scientifico è stata rivolta alla componente 

fenolica dell’olio, la quale ha manifestato, in ormai numerosi lavori scientifici, di 

avere un forte potere antiossidante e di prevenire la cancerogenesi grazie alla sua 

capacità di inibire, “in vitro”, il danno genotossico provocato dai ROS, la 

proliferazione di cellule tumorali, di bloccare il ciclo cellulare e di indurre l’apoptosi 

[7]. 

 

 

1.1  CLASSIFICAZIONE E COMPOSIZIONE DELL ’OLIO DI OLIVA  

 
L’olio di oliva è un alimento tipico dell’area mediterranea e si ottiene dalla spremitura 

dei frutti dell’Olea europeae. Il frutto è costituito da una drupa le cui dimensioni e 

forma variano a seconda della cultivar e delle condizioni di coltura; in essa si 

distinguono all’esterno l’epicarpo o buccia sottile ed elastico, il mesocarpo o polpa di 

consistenza carnosa, l’endocarpo o nocciolo di consistenza legnosa che racchiude il 

seme. 

Secondo il regolamento dell’UE 1513/2001, si definiscono oli di oliva vergini gli “oli 

ottenuti dall’oliva mediante processi meccanici o altri processi fisici, in condizioni che 

non causino alterazioni dell’olio, e che non hanno subìto nessun trattamento  diverso 

dal lavaggio, dalla decantazione, dalla centrifugazione e dalla filtrazione”. Questi oli 

sono classificati in: 
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 Olio extra vergine di oliva cioè l’olio di oliva vergine la cui acidità libera, 

espressa in acido oleico, è al massimo 0,8 g per 100g; 

 Olio di oliva vergine  cioè l’olio di oliva vergine la cui acidità libera, espressa in 

acido oleico, è al massimo 2 g per 100 g; 

 Olio di oliva vergine lampante cioè olio di oliva vergine la cui acidità libera, 

espressa in acido oleico, è superiore a 2 g per 100 g. 

 

In generale, l’olio di oliva è costituito per il 98-99% da una miscela di triacilgliceroli e 

minime quantità di diacilgliceroli e monoacilgliceroli che costituiscono la frazione 

“saponificabile”  e per il rimanente 1-2% da un insieme di composti minori che 

costituiscono “l’insaponificabile”. 

Il triacilglicerolo predominante è la trioleina alla quale seguono palmitildioleina, 

dioleilinoleina, palmitiloleilinoleina, stearildioleina e la dipalmitilmonooleina.  

Per quanto riguarda la composizione in acidi grassi, quello maggiormente presente è 

l’acido oleico (C18:1); gli acidi grassi polinsaturi essenziali, quali linoleico e linolenico 

(C18:2) (C18:3), sono presenti ma non  in quantità elevata. 

Sembra che gli acidi grassi siano responsabili delle caratteristiche organolettiche 

dell’olio, infatti, si è visto che un buon indice di qualità è presente in quegli oli che 

possiedono un tenore di acido oleico non al di sotto del 73% e quello di linoleico non 

superiore al 10%; mentre il rapporto oleico: linoleico non dovrebbe essere inferiore a 

7. 

Per quanto riguarda i digliceridi, questi possono presentarsi in forma 1,2 o 1,3, in 

relazione a quali atomi sono esterificati; la predominanza di 1,2 digliceridi, derivando 

da incompleta biosintesi dei triacilgliceroli, è in relazione alla freschezza dell’olio che 

li contiene. 

L’insieme dei composti minori che costituiscono la frazione insaponificabile è 

rappresentato da: idrocarburi, il cui maggior rappresentante è lo squalene, un 

terpene a sei unità isopreniche che, in quanto antiossidante incide sulle proprietà 

nutrizionali dell’olio; alcoli alifatici tra cui l’esacosanolo, l’ottacosanolo e il 

tetracosanolo; alcoli terpenici, steroli in cui predomina il β-sitosterolo, anch’essi 

antiossidanti naturali; tocoferoli presenti in forme diverse quali α-tocoferoli come ad 

esempio la vitamina E, β-tocoferoli e γ-tocoferoli che essendo antiossidanti naturali 
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inibiscono l’irrancidimento ossidativo del prodotto e proteggono dalla perossidazione 

dei grassi mediante l’interazione con l’ossigeno e i radicali liberi; pigmenti  come 

carotenoidi quali neoxantina, xantofille, luteoxantina, β-carotene e luteina, e 

clorofille quali clorofilla a , b, feofitina a e b, che danno il colore all’olio e composti 

fenolici [17 ]. 

Questi ultimi composti sono sostanze derivate dagli idrocarburi aromatici per 

sostituzione di uno o più atomi di idrogeno con gruppi –OH. Possono essere 

classificati in fenil-acidi e fenil-alcoli, che costituiscono la frazione semplice, in 

flavonoidi, secoiridoidi e lignani che costituiscono la frazione complessa o 

idrolizzabile. Questi composti si originano durante il processo di estrazione 

meccanica dai polifenoli glucosidici presenti nell’oliva [18,19]. Alla classe dei fenil-

acidi appartengono l’acido caffeico, vanillico, siringico, p-cumarico, o-cumarico, 

protocatechico, sinapico e p-idrossibenzoico e sono storicamente i primi composti 

fenolici ritrovati nell’olio vergine di oliva [20]. Questi composti sono presenti in 

minime quantità nell’olio vergine di oliva, dove invece prevalgono i secoiridoidi. 

Tra questi i più abbondanti sono: la forma dialdeica dell’acido elenolico legata 

all’idrossitirosolo o tirosolo, ligstroside  aglicone, oleuropeina e i suoi agliconi [18]. 

Per quanto riguarda invece i fenil-alcoli, quelli che sono presenti nell’olio vergine di 

oliva sono: idrossitirosolo (3,4-DHPEA) ed il tirosolo (p-HPEA) le cui concentrazioni 

sono basse nell’olio appena estratto e tendono ad aumentare durante il loro 

stoccaggio [21]. 

Sono stati inoltre identificati i lignani, che sono: (+)-1-acetossipinoresinolo, (+)-1-

pinoresinolo, (+)-1-idrossipinoresinolo che oltre ad essere agenti antiossidanti, 

svolgono un ruolo protettivo nei confronti del tumore al seno, colon e prostata [22]. 

 

1.2  ESTRAZIONE DELL ’OLIO DALLE OLIVE  

 
Il processo di estrazione dell’olio utilizza diverse tecnologie di estrazione, tra le quali 

le più diffuse sono la pressione, la centrifugazione, ed il percolamento; qualunque di 

queste tecniche venga usata, esistono una serie di operazioni preliminari che in ogni 

caso si devono compiere. Queste sono: la defogliazione e il lavaggio, la frangitura e la 

gramolazione. 
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La defogliazione e il lavaggio si rendono necessari in quanto le olive possono giungere 

in frantoio insieme a corpi estranei solidi di origine vegetale o minerale che possono 

danneggiare gli impianti; pertanto vengono utilizzate delle macchine automatiche 

provviste di un sistema di aspirazione e di una vasca a circolazione forzata dell’acqua 

per il lavaggio delle olive. La frangitura è l’operazione che ha lo scopo di rompere le 

cellule della polpa e determinare la fuoriuscita dell’olio dai vacuoli, con formazione di 

gocce di maggiori dimensioni; il prodotto che si ottiene da questa fase è la pasta d’olio 

composta da olio, acqua e parti solide. In questa fase si può avere il surriscaldamento 

della pasta e possono avere luogo modificazioni dell’olio stesso a causa del contatto 

delle goccioline di olio con gli  enzimi liberati dalla degradazione delle 

compartimentazioni cellulari. La frangitura può avvenire attraverso il  metodo 

tradizionale che utilizza il frantoio a molazze, oppure attraverso il frangitore 

metallico. Il frantoio a molazze è costituito da un vasca di materiale metallico in cui 

vengono ricevute le olive, da molazze verticali di granito a forma cilindrica (due o tre) 

che schiacciano il frutto con parziale snocciolamento e rimescolano la pasta, da 

palette rimescolatrici che riportano la pasta continuamente sotto le molazze, da una 

pala d’espulsione della pasta dal bacino e da organi di movimento. I frangitori 

metallici sono costituiti invece da un organo metallico ruotante che schiaccia le olive 

contro una superficie metallica fissa, provvista di fori; tali frangitori hanno il 

vantaggio di rendere continua l’operazione di molitura delle olive, di avere elevata 

capacità oraria e di essere meno ingombranti e costosi rispetto al frantoio a molazze. 

Dopo la frangitura si procede alla gramolazione, condotta in apposite gramolatrici, 

che ha lo scopo di “riunire” le goccioline di olio in gocce più grandi tali da potersi 

separare in fase liquida continua e di rompere l’emulsione olio/acqua che si forma in 

frangitura. Il punto critico di questa fase è quello di ottimizzare il binomio tempo-

temperatura per ottenere una migliore combinazione resa-contenuto in fenoli. Essa 

rappresenta una fase importante per le caratteristiche dell’olio per il verificarsi di 

modificazioni indesiderabili ad opera di enzimi quali le lipasi, con aumento 

dell’acidità, ma anche desiderabili per le caratteristiche organolettiche, quali la 

“cascata delle lipossigenasi”  che catalizza  la formazione di idroperossidi che vengono 

idrolizzati dall’idroperossido liasi con formazione di aldeidi che oltre a dare esse 

stesse un importante contributo all’aroma dell’olio, vengono ridotte ad alcoli, 

anch’essi importanti nel definire l’aroma. Compiute queste operazioni, si procede 
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all’estrazione vera e propria con l’ottenimento di tre prodotti finali: olio, acqua di 

vegetazione e sansa.  

L’estrazione avviene attraverso diverse tecniche. 

L’estrazione per pressione si realizza con un sistema premente costituito da una 

pressa idraulica che agisce su una torre formata sovrapponendo diaframmi filtranti, 

chiamati “fiscoli” i quali vengono impilati su apposito carrello dotato di guida 

centrale. Il sistema per centrifugazione realizza invece, la separazione delle fasi 

liquide e di quella solida sfruttando la differenza tra i pesi specifici dei liquidi 

immiscibili e del materiale solido, esaltata dalla forza centrifuga. La centrifuga 

orizzontale (decanter), è costituita da un tamburo cilindrico-conico: una leggera 

differenza tra la velocità di rotazione del tamburo e della vite interna (più veloce) 

permette la separazione della sansa verso un’estremità della centrifuga, mentre l’olio 

e l’acqua si separano dall’altra estremità. Il sistema per percolamento sfrutta la 

differenza di tensione superficiale tra olio e acqua: immergendo una lamina di acciaio 

nella pasta delle olive, essa si bagna preferenzialmente di olio in quanto la tensione 

interfacciale dell’olio è inferiore rispetto a quella dell’acqua [17-19]. 
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1.3  IMPORTANZA DELL ’OLIO NELL ’ALIMENTAZIONE UMANA 

 

Per la sua composizione, l’olio di oliva costituisce l’alimento principe della dieta 

mediterranea. E’ usato come condimento ma può essere usato anche per cucinare 

grazie all’alto punto di fumo (210 °C per l’olio extra vergine), pertanto più stabile 

all’azione del calore producendo pochi perossidi e polimeri rispetto ad altri oli, in 

particolare si produce pochissima acroleina (prodotto di degradazione del glicerolo, 

volatile, irritante per la mucosa gastrica); questo fa sì che sia ottimo per le fritture.  

Numerose evidenze supportano l’ipotesi che le proprietà salutistiche della dieta 

mediterranea e la sua abilità nel ridurre l’incidenza di alcune malattie degenerative, 

incluse le malattie cardio-vascolari e il cancro, potrebbero essere attribuite, almeno in 

parte all’olio extra vergine di oliva [2].  

In particolare, studi epidemiologici pubblicati recentemente hanno dimostrato una 

chiara associazione tra il consumo di olio di oliva e un ridotto rischio di sviluppare il 

cancro in differenti organi, quali mammella [23,24], prostata [25], polmone [26], 

laringe [27], ovaie [28] e colon [29]. Inoltre studi condotti in animali in accordo con 

queste osservazioni, hanno evidenziato che l’olio di oliva potrebbe prevenire lo 

sviluppo del carcinoma del colon, indotti dall’azossimetano [30] e ridurre l’incidenza 

del tumore mammario nei ratti provocato dal dimetilbenz(a)antracene [31]. E’ stato 

inoltre dimostrato che l’olio di oliva è in grado di sopprimere spontaneamente il 

processo di cancerogenesi nel fegato di topo [32] e ridurre la cancerogenesi della pelle 

quando applicato in maniera topica sia prima che dopo l’esposizione del topo ai raggi 

UV [33]. Inoltre l’olio di oliva riduce la pressione arteriosa, riduce il tasso di zuccheri 

nel sangue, aumenta la secrezione di bile contribuendo a ridurre il rischio di 

formazione di sali biliari e l’eccesso di colesterolo nel sangue, aumenta l’assorbimento 

di vitamina E con conseguente assorbimento del calcio, previene l’aterosclerosi [34]. 

L’olio extra vergine di oliva inoltre, è indicato per l’alimentazione nell’infanzia perché 

la composizione in acidi grassi è simile a quella del latte materno: ciò vale sia per gli 

acidi grassi essenziali, acido linoleico e linolenico, che per l’acido oleico che aiuta 

l’accrescimento delle ossa lunghe e la mielinizzazione delle fibre nervose del neonato 

[34]. 
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Sebbene gli studi sopra riportati indichino chiaramente un’attività protettiva dell’olio 

vergine di oliva, i componenti responsabili di questi effetti ed il loro meccanismo di 

azione rimane largamente sconosciuto. 

Le sue proprietà benefiche sono da attribuire in parte alla presenza di acido oleico che 

riduce i livelli di LDL senza incidere sulla percentuale di colesterolo-HDL, e che rende 

l’olio particolarmente digeribile. 

Inoltre anche la componente fenolica sembra inibire l’ossidazione delle LDL 

attraverso un’attività antiossidante nei confronti dei radicali liberi [13]. Le LDL sono 

lipoproteine a bassa densità implicate nel metabolismo lipidico, trasportatrici di 

triacilgliceroli e fosfolipidi (20-30%), proteine (25%) e per la maggior parte di 

colesterolo prevalentemente esterificato (40%). La loro funzione è quella di 

trasportare il colesterolo ai tessuti che lo richiedono per la sintesi di varie sostanze, 

quali gli ormoni sessuali da parte delle gonadi e ormoni corticosteroidi da parte della 

corteccia surrenale [14]. Le LDL sono quelle che maggiormente predispongono alle 

malattie cardiovascolari: dannosa è infatti l’ossidazione delle LDL in eccesso nel 

sangue. Le LDL ossidate che si formano vengono captate da cellule specializzate del 

sistema immunitario, i macrofagi, che le inglobano, formando le cellule schiumose. 

Infatti i macrofagi possiedono dei recettori specifici per LDL ossidate. Queste cellule 

restano intrappolate nelle pareti dei vasi sanguigni e contribuiscono alla formazione 

delle placche ateromatose, che restringono il lume delle arterie provocando ictus 

cerebrali o infarti [35]. 

In definitiva quindi, i polifenoli, inibendo l’ossidazione delle LDL e agendo da 

scavenger dei radicali liberi, svolgono un’azione di protezione dalla patologie cardio-

vascolari [36]. 

Infine, molto importante è l’azione antiossidante degli acidi grassi polinsaturi sui 

processi d’invecchiamento cellulare e di degenerazione cerebrale e l’azione re-

mineralizzante dell’acido oleico con benefici nei confronti dell’osteoporosi, frequente 

negli anziani [37]. 
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2.LE  ACQUE  DI VEGETAZIONE 

 

Le acque di vegetazione (WW) derivano dalla lavorazione dell’olio di oliva e sono il 

risultato del miscuglio dell’acqua di costituzione della drupa, dell’acqua di lavaggio 

delle macchine e dell’acqua di diluizione della pasta delle olive. Se ne producono, 

nelle migliori condizioni di molitura, un metro cubo per una tonnellata di olive 

molite. Comunque la quantità di WW è variabile a seconda della tecnica usata per 

l’estrazione dell’olio: infatti, usando il sistema tradizionale, a pressione discontinuo, 

si ottiene una quantità limitata di acqua rappresentata dall’acqua di lavaggio delle 

olive (5% del peso delle olive lavorate), dall’acqua di lavaggio degli impianti (5-10%) e 

dall’acqua propria delle olive che costituisce circa il 40-50% [38]. 

Usando invece tecniche più recenti, quali il sistema a centrifugazione o continuo, la 

quantità di WW si aggira intorno all’80-110% poiché tale sistema necessita di una 

quantità maggiore di acqua per fluidificare la pasta in fase di estrazione per agevolare 

la fuoriuscita dell’olio [39]. 

Le WW si presentano come un liquido di colore scuro, con un odore intenso di olio, 

con un pH acido, compreso tra 5 e 5,5, con un’alta conducibilità elettrica e sono 

facilmente fermentabili. 

 

 

2.1  COMPOSIZIONE  

 
Per la loro composizione, le WW sono considerate fonte di inquinamento. 

Nonostante questa sia fortemente influenzata dal tipo di olive, dal loro grado di 

maturazione, dal tempo di stoccaggio, dalle metodiche usate per l’estrazione dell’olio 

dalla materia prima, le WW presentano comunque una componente organica e una 

componente inorganica. 

La prima, è quella che incide maggiormente sul carico inquinante, il quale viene 

espresso come COD (domanda chimica di ossigeno) e BOD (domanda biologica di 

ossigeno) i cui valori massimi raggiungono rispettivamente i 200 e 100 mg/l [40]. 
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Il COD rappresenta il consumo totale di ossigeno, espresso in mg/l, necessario per 

ossidare completamente le sostanze organiche ed inorganiche del campione 

analizzato. Si ottiene dopo ebollizione dell’ acqua di vegetazione per due ore con una 

determinata quantità di bicromato di potassio in ambiente acido e in presenza di 

solfato di argento; il BOD invece esprime indirettamente il carico di sostanze 

organiche degradabili biologicamente attraverso la misura dell’ossigeno richiesto per 

la sua bioossidazione. Tale valore viene ottenuto attraverso il confronto tra BOD0  e il 

BOD5: il primo si riferisce alla quantità di ossigeno registrata al momento 

dell’incubazione a 20°C al buio del campione esaminato in presenza di microrganismi 

aerobici di ceppi selezionati, e il secondo fa riferimento alla quantità di ossigeno 

registrata a cinque giorni dall’incubazione.  

Il potere inquinante della frazione organica è dovuto principalmente alla presenza dei 

composti polifenolici, quali idrossitirosolo (derivante dall’idrolisi dell’oleuropeina), 

che è quello presente in quantità maggiore, tirosolo, verbascoside, acido 

paracumarico, vanillico, protocatechico, caffeico [41]. 

Sono presenti in quantità importanti anche gli zuccheri, con prevalenza di glucosio, 

saccarosio, mannitolo, fruttosio, galattosio, cellulosa e pectine; acidi organici quali 

acetico, malico, fumarico, glicerico, lattico, citrico, succinico, ossalico e tartarico; 

sostanze azotate tra le quali sono presenti tutti gli amminoacidi; i tannini; polialcoli; 

proteine e lipidi. 

La frazione inorganica è costituita da sali inorganici, tra cui fosfati, carbonati, silicati, 

solfati, cloruri; da cationi quali potassio principalmente, sodio, calcio, magnesio [42]. 

Sono presenti anche le antocianidine [43]. 

 

 

2.2  SMALTIMENTO,  IMPATTO AMBIENTALE E NORMATIVA 

 
La presenza dei polifenoli, scarsamente biodegradabili, fa sì che le WW siano difficili 

da smaltire; se si considera inoltre, il potere inquinante degli stessi, lo smaltimento 

delle WW costituisce un vero e proprio problema per i paesi produttori di olio d’oliva. 

Infatti, un inadeguato smaltimento può portare danni ai terreni ed alle acque sia 

superficiali che sotterranee,  a causa della formazione di sostanze tossiche per opera 
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di batteri anaerobi e per la presenza di sali e di polifenoli presenti nelle WW, che 

svolgono un’azione fitotossica ed erbicida, in quanto inibiscono la germinazione, la 

crescita e lo sviluppo di molte piante erbacee. 

In passato era consentito che le WW venissero riversate nella rete fognaria civile, ma 

in seguito all’applicazione della Legge Merli (n.319 del 1976) gli scarichi di WW 

furono vietati in corsi d’acqua o fognature urbane se non dopo trattamenti in appositi 

impianti di depurazione. 

Successivamente, negli anni ’80, appurato che lo smaltimento delle WW sui terreni 

agricoli avesse un impatto ambientale inferiore rispetto al riversamento nelle acque 

superficiali, esso fu ufficialmente regolamentato con la legge 574/96 la quale 

stabilisce che lo spandimento delle WW deve essere realizzato attraverso un’idonea 

distribuzione ed incorporazione delle sostanze sui terreni in modo da evitare 

conseguenze tali da mettere in pericolo l’approvvigionamento idrico, nuocere alle 

risorse viventi e al sistema ecologico. 

Tuttavia è vietato spargere le WW sulle seguenti categorie di terreni: 

  Sui terreni situati a distanza inferiore di 300 metri dalle aree di 

salvaguardia delle captazioni di acque destinate al consumo umano; 

  I  terreni situati a distanza inferiore a 200 metri dai centri abitati; 

  I terreni investiti da colture orticole in atto; 

  I terreni in cui siano localizzate falde che possono venire a contatto con le 

acque di percolamento del suolo e comunque i terreni in cui siano localizzate 

falde site ad una profondità inferiore a 10 metri; 

  Terreni innevati, gelati, saturi d’acqua e inondati. 

 

Questa legge è stata sostituita dalla legge 152/2006 la quale specifica che lo 

spandimento delle WW sui terreni agricoli deve essere volto a migliorare la qualità 

del terreno stesso, attraverso l’utilizzazione delle sostanze nutritive presenti nelle 

suddette acque, sempre nel rispetto però, delle acque di superficie e di falda, 

limitando le esalazioni maleodoranti. 

A questo scopo, sono stati messi a punto diversi metodi di smaltimento delle acque 

reflue olearie che nello stesso tempo danno origine a fertilizzanti di alta qualità [44]. 
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Il compostaggio, ad esempio, è un processo aerobio, che permette di ottenere un 

compost con effetti benefici sulla biofertilità del terreno, condotto su dei supporti in 

genere di legno come il tiglio o il pioppo, compatibili con gli scambi gassosi che 

avvengono nelle reazioni biologiche; tale processo è utilizzato per umificare la 

sostanza organica in cui il residuo oleario viene combinato con residui ligno-

cellulosici, come ad esempio paglia di grano, stocchi di mais, scarti di cotone 

addizionati con fonti di azoto (urea, fanghi) [45]. 

Gli impianti di compostaggio sono a bioreattori aperti: il bioreattore è costituito da 

vasche o corsie aperte provviste di macchine rivoltatrici le quali permettono, come 

suggerisce il termine stesso, il mescolamento della biomassa per far in modo che la 

reazione avvenga in modo omogeneo. Questo trattamento prevede una fase di 

stabilizzazione della miscela di cinque settimane e un’ulteriore fase di maturazione 

che dura tre settimane e controlli costanti su vari parametri quali umidità, 

temperatura, citotossicità e pH. 

Ideato per lo smaltimento delle acque di vegetazione è l’impianto FCC (fertirrigazione 

confinata e controllata) il cui uso è previsto nel brevetto europeo EP1216963 emanato 

dall’ISRIM (Istituto Superiore di Ricerca e Formazione sui materiali speciali per le 

tecnologie avanzate). Tale impianto sfrutta il processo di fitodepurazione che utilizza 

le piante per decontaminare i suoli grazie alla loro capacità di assorbire, degradare, 

accumulare sostanze presenti nell’ambiente in cui vivono. 

Questo nuovo impianto presenta dei vantaggi e delle novità rispetto alla 

fertirrigazione classica o ai depuratori generalmente usati per il trattamento delle 

WW. Innanzitutto, le ripercussioni sull’ambiente sono nulle o comunque basse 

rispetto ai depuratori e alla ferti-irrigazione classica che produce esalazioni 

maleodoranti e danni alle colture e alle falde; lo smaltimento è controllabile rispetto a 

quello non controllabile della ferti-irrigazione classica, ed è presente un guadagno 

economico dovuto alla produzione di biomassa e quindi di energia, rispetto ai costi 

elevati dei depuratori. 

L’FCC appare come un pioppeto percorribile con i tradizionali mezzi agricoli dal 

quale poi, con il passare degli anni si può avere un ritorno economico, come già detto, 

grazie alla produzione di legname da biomassa. 

Le WW, dopo essere state convogliate nell’impianto, vengono fatte stazionare per 

tutto il periodo invernale subendo una prima trasformazione anaerobica; con l’inizio 
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della primavera, il refluo viene fatto fluire attraverso una rete idraulica che lo 

condurrà a stretto contatto con il terreno, nella porzione in cui sono presenti le radici 

delle piante; la componente organica, già parzialmente trasformata nel periodo 

invernale, subirà un’ulteriore degradazione andando ad arricchire il terreno, mentre 

l’acqua e i composti mineralizzati saranno assorbiti dalle piante che li utilizzeranno 

per la crescita; le piante poi, al momento opportuno, potranno essere tagliate da 

tradizionali attrezzature agricole e destinate alla produzione di biomassa [46]. 

Un altro nuovo sistema di smaltimento è stato brevettato da una società spagnola 

(Clewer Oleoreacto), che sfrutta la capacità di un nuovo batterio di decomporre, in 

determinate condizioni, il carico di COD presente all’interno di un reattore chiamato 

Rotating Bed Biofilm Reactor (RBBR) con bassissimo consumo energetico e senza 

costi di manutenzione perché privo di parti meccaniche, consentendo lo scarico del 

refluo trattato a cielo aperto. 

Ancora, un altro brevetto nazionale e internazionale, è stato messo a punto dalla 

Science Tecnology Consulting srl (STC ) volto alla produzione di biogas: una miscela 

di metano e anidride carbonica, ottenuta dopo digestione anerobica, esso rappresenta 

una fonte di energia rinnovabile. Tale digestione viene condotta su un reattore a due 

stadi: durante il primo avvengono idrolisi enzimatiche che portano alla riduzione 

della masse molecolari con formazione di acidi organici a basso peso molecolare i 

quali poi verranno utilizzati durante il secondo stadio da microrganismi per la 

formazione dei biogas. 

Recentemente, l’Ente per le nuove tecnologie, l’energia e lo sviluppo economico 

sostenibile (ENEA) ha messo a punto un brevetto internazionale volto ad eliminare il 

carico inquinante dei polifenoli recuperandone invece le proprietà antiossidanti.  

Il brevetto prevede il recupero non solo dei polifenoli ma anche di tutte le sostanze 

organiche, quali proteine, zuccheri e sali minerali per poi destinarle ad un uso 

alimentare. 

Il processo ENEA impiega tecnologie separative di membrana che danno origine a 

cinque frazioni liquide che hanno composizione chimica diversa: le prime due 

risultano impoverite di polifenoli e possono essere destinate alla produzione di 

energia elettrica o biogas attraverso un processo anaerobico; la terza e la quarta sono 

ricche di verbascoside e idrossitirosolo che possono essere trasformati in prodotti 

come ad esempio integratori alimentari; l’ultima, è costituita da un’acqua ultrapura 



19 

 

povera di sali minerali e ricca di potassio cloruro, la quale potrebbe essere impiegata 

come base per bevande speciali oppure nel settore cosmetico. 

Le fasi che si susseguono possono essere riassunte come segue: ad una fase di 

acidificazione, ne segue una di idrolisi enzimatica con enzimi pectolitici e una di 

centrifugazione; si procede poi con quattro diverse tecniche di filtrazione che 

prevedono che i filtrati passino attraverso membrane a porosità decrescente; ne 

risulteranno poi le cinque diverse frazioni sopra citate. 

In definitiva, il processo ENEA consente il recupero, attraverso il frazionamento delle 

WW, di tutte le sostanze in essa contenuta di interesse alimentare, cosmetico ed 

energetico eliminandone il carico inquinante [46]. 

 

 

2.3  IMPORTANZA COMMERCIALE ED ECONOMICA DEI 

PRODOTTI A BASE DI ESTRATTI DI ACQUE DI VEGETAZIONE 

(WW) 

 
Il corretto smaltimento delle WW è importante, oltre che da un punto di vista 

ecologico, anche da un punto di vista commerciale: a livello internazionale, infatti, sta 

prendendo piede, la produzione e la vendita di prodotti a base di estratti di acque di 

vegetazione (soprattutto quelli a base di idrossitirosolo) anche se al momento 

occupano ancora una piccola fetta di mercato [47]. Rispetto agli estratti naturali, 

derivanti da prodotti vegetali di altra origine, quelli di matrice olivicolo-olearie, 

essendo derivati da prodotti di scarto, non hanno ripercussioni sull’ambiente dato 

che, come già detto, il potere inquinante viene eliminato durante lo smaltimento, 

comportano una spesa pari a zero per le aziende olivicolo-olearie, e rappresentano 

una fonte economica territoriale trattandosi di prodotti autoctoni. 

Tra i prodotti a base di idrossitirosolo commercializzati per esempio troviamo, nel 

mercato americano, due food supplements: uno, IDROX, possiede attività 

antiossidanti, antinfiammatorie e preventive nei confronti delle malattie 

cardiovascolari; esso viene inoltre usato come stabilizzante di alimenti, nel settore 

cosmetico, nella formulazione di functional food e in produzioni industriali; l’altro, 

OLIVENOL, è un integratore composto da polifenoli di polpa di oliva, anch’esso con 
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proprietà antinfiammatorie è consigliato per la prevenzione di malattie 

cardiovascolari [47]. 

Come è facile notare, questi prodotti a base di estratti di WW, possono essere usati in 

diversi settori quali: quello fitoterapico da aziende che producono integratori con 

proprietà antiossidanti ed anti-radicaliche; quello alimentare da aziende che 

producono ad esempio barrette di cereali, prodotti da forno, oli arricchiti e prodotti 

lattiero/caseari; quello cosmetico da aziende che producono appunto cosmetici 

contenenti vitamine, estratti naturali, antiossidanti ed oli essenziali [48]. Inoltre, c’è 

da considerare il ritorno economico evidenziato dall’investimento in impianti 

destinati alla produzione di energia elettrica da biomassa grazie agli incentivi 

concessi ai produttori di energia dall’UE, dallo Stato, dalle regioni, accompagnato da 

un’importanza sociale in termini occupazionali per il territorio. 

Risultano interessanti dunque le prospettive per quanto concerne l’uso dei prodotti di 

scarto, in questo caso il refluo oleario che rappresenta una vera e propria risorsa 

agronomica, commerciale ed economica nel rispetto dell’ambiente. 

 

 

 

3.POLIFENOLI E CANCEROGENESI 
 

 

La cancerogenesi è un processo multistadio che può essere suddiviso in tre fasi 

principali: iniziazione, promozione e progressione [49,50]. L’iniziazione è formata da 

una serie di eventi attraverso i quali un cancerogeno esogeno o endogeno, induce 

alterazioni a livello del materiale genetico della cellula provocando una lesione che 

può essere ereditata e che conferisce alla cellula una crescita neoplastica. Questo 

cambiamento di solito avviene in seguito all’attivazione metabolica di un pro-

cancerogeno. La potenza relativa del cancerogeno sembra essere determinata dalla 

stabilità degli addotti formati con il DNA e dall’abilità di indurre alterazioni ereditarie 

nei geni target [51]. 

Nella fase di iniziazione, le cellule possono opporsi ai cancerogeni tramite 

l’attivazione di differenti enzimi detossificanti come quelli di fase I e di fase II. 
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Tuttavia gli enzimi di fase I dalla reazione con i cancerogeni formano potenti 

elettrofili, in grado di interagire con il DNA, causando un danno all’acido nucleico e 

l’insorgenza di mutazioni. Sebbene gli enzimi di fase II possano detossificare questi 

composti attraverso la formazione di coniugati con il glutatione o con i solfati 

formando solubili in H2O e quindi facilmente eliminabili dall’organismo, questo 

meccanismo di difesa è spesso inadeguato.  

La fase di promozione tumorale è caratterizzata dalla proliferazione cellulare che è 

indotta dall’attivazione e/o sovraespressione di enzimi coinvolti nella sintesi di 

nucleotidi e DNA (ornitina decarbossilasi) e nella regolazione del processo di 

differenziamento (DNA polimerasi e topoisomerasi II). Inoltre durante la fase di 

promozione tumorale si verifica una iperproduzione di ROS, principalmente dovuta 

ad una sovraespressione di enzimi pro-ossidanti (cicloossigenasi e lipossigenasi) che 

portano ad un danno cellulare ed anche a mutazioni del DNA. Nella fase di 

progressione, lo stadio finale del processo di cancerogenesi, le cellule mutate 

proliferano in maniera incontrollata con l’acquisizione di un potenziale neoplastico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1. Rappresentazione schematica delle tre fasi del processo di cancerogenesi indotto dalle specie 

reattive dell’ossigeno (ROS). 
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3.1  EFFETTO PROTETTIVO DEI POLIFENOLI NATURALI  

 
 
I composti fenolici assunti con la dieta e abbondantemente presenti nei vegetali e 

nella frutta, hanno dimostrato possedere attività preventive verso le patologie 

cronico-degenerative quali le malattie cardiovascolari ed i tumori [52]. I polifenoli 

possono influenzare tutti i processi della cancerogenesi attraverso vari meccanismi. 

In particolare i polifenoli aiutano a contrastare la comparsa dello stress ossidativo 

[53,54] e così facendo possono prevenire lo sviluppo di una formazione neoplastica. 

Infatti, attraverso la variazione della quantità di ROS presenti nelle cellule 

cancerogene, i polifenoli possono interferire con la trasduzione del segnale, 

l’attivazione di fattori di trascrizione e l’espressione di specifici geni che influenzano 

la proliferazione cellulare e l’apoptosi [55,56].  

I più noti composti fenolici derivati da alimenti sono: il resveratrolo, presente in 

grande quantità nel vino rosso; le catechine, presenti nel tè; i flavonoidi del cioccolato 

ed i polifenoli dell’olio di oliva che si sono dimostrati particolarmente interessanti per 

la loro abilità nell’influenzare un ampio spettro di mediatori intracellulari coinvolti 

nell’iniziazione, promozione e progressione del processo tumorale [57-59]. Ad 

esempio il resveratrolo, è in grado di inibire i processi infiammatori agendo 

sull’espressione della cicloossigenasi 2, (COX-2), coinvolta nella formazione di 

mediatori pro-infiammatori quali le prostaglandine, PGE2 [60]. L’incremento 

dell’attività di enzimi, quali la glutatione perossidasi, la catalasi, la NADPH-chinone 

ossidoreduttasi, la glutatione transferasi, in seguito all’azione dei polifenoli, può 

aiutare nella detossificazione degli agenti cancerogeni [61]. 

Inoltre, i polifenoli possono modulare l’attività delle molecole segnale, come la MAP 

chinasi, che sono coinvolte nella proliferazione delle cellule tumorali [62]. La via delle 

MAP chinasi è stata vista a lungo con interesse nella formulazione di terapie anti-

tumorali, poiché riveste un ruolo centrale sia nella regolazione della crescita e della 

sopravvivenza cellulare, che nella trascrizione e nell’attivazione post-trascrizionale di 

COX-2 [63,64]. 

Dunque, i polifenoli costituiscono una classe di composti interessanti per le loro 

potenzialità in campo terapeutico che certamente devono essere ulteriormente 

investigate, ma che comunque aprono nuovi scenari allo sviluppo di terapie contro 

varie malattie, in primis il tumore. Nel caso specifico delle neoplasie, si pensa che 
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questi composti possano inibire il processo tumorale in ciascuna delle tre fasi sopra 

riportate. Per quanto riguarda la fase di iniziazione si è ipotizzato un possibile 

meccanismo di “scavenger” dei radicali liberi in grado di ridurre il danno ossidativo al 

DNA. Inoltre l’eccesso di ROS potrebbe essere neutralizzato dai composti fenolici e di 

conseguenza i geni attivati dallo stress ossidativo potrebbero essere soppressi e la 

crescita tumorale inibita [65]. Dall’altro lato però, i polifenoli alle alte concentrazioni, 

possono indurre la formazione dei ROS a livelli tali da non essere tollerati dalle 

cellule tumorali [66]. Al raggiungimento di questo valore soglia, si potrebbero 

attivare geni importanti per l’arresto del ciclo cellulare e dell’induzione di apoptosi 

(fase di promozione/progressione) [67]. Quindi questi polifenoli possono, 

paradossalmente, sia fungere da scavenger di ROS, che generare una quantità 

aggiuntiva di specie reattive dell’ossigeno in grado di inibire la proliferazione delle 

cellule tumorali. Entrambi i meccanismi d’azione sembrano essere strettamente 

collegati alla concentrazione dei fenoli ed alle condizioni sperimentali. E’stato infatti 

osservato che basse o alte concentrazioni di questi composti, sono responsabili della 

loro attività antiossidante o pro-ossidante, rispettivamente [68,69]. 

 

 

3.2EFFETTO PROTETTIVO DEI POLIFENOLI DELL ’OLIO DI 

OLIVA  

 
Gli effetti benefici di questi composti per la salute umana sono molto vari e 

dipendono principalmente dalla capacità che essi hanno di comportarsi come potenti 

antiossidanti e scavenger dei radicali liberi, come già detto precedentemente [70-74], 

prevenendo a diversi livelli il danno cellulare indotto dalle specie reattive 

dell’ossigeno (ROS).  Il composto fenolico dell’olio di oliva maggiormente studiato in 

questi ultimi anni, è stato l’idrossitirosolo (3,4-DHPEA) oggetto di un considerevole 

interesse per la sua forte capacità antiossidante [75-77]. E’ stato dimostrato che il 3,4-

DHPEA è in grado di proteggere i PBMC umani dal danno provocato da un 

contaminante ambientale tossico, il 2,3,7,8-Tetraclorodibenzo-p-diossina (TCDD) 

che provoca un danno al DNA con generazione di basi ossidate e rotture del DNA a 

singolo filamento ed anomalie cromosomiali indotte da stress ossidativo [78]. Un 

ulteriore effetto protettivo di alcuni composti fenolici dell’olio, è stato osservato nei 
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confronti del danno provocato dal benzo-[a]-pirene nei microsomi del fegato di ratto 

[79]. Inoltre l’idrossitirosolo è in grado di inibire il danno al DNA provocato dal 

perossido d’idrogeno nelle cellule Jurkat e di prevenire il danno ossidativo nelle 

cellule intestinali CaCo-2 [80]. Il 3,4-DHPEA protegge efficacemente le cellule isolate 

dall’aorta di ratto dal danno indotto dallo stress ossidativo provocato da NO [81] ed 

ha un’azione anti-tumorale nella linea promielocitica umana, HL60 e nelle cellule di 

colon HT29, attraverso il blocco del ciclo cellulare, la riduzione della crescita e della 

proliferazione e l’induzione di apoptosi [82,83]. Infatti, alle alte concentrazioni (100-

400µM), l’idrossitirosolo inibisce la proliferazione cellulare, arresta il ciclo in fase G1 

con un proporzionale incremento delle cellule in fase Go/G1 ed un concomitante 

declino nella fase S e nella fase G2/M. I meccanismi proposti che giustificherebbero 

questi eventi sono un’inibizione da parte dell’idrossitirosolo delle chinasi ciclina-

dipendenti; un’induzione delle proteine inibitrici (p21 e p27) delle chinasi ciclina-

dipendenti ed infine un’inibizione delle specie reattive dell’ossigeno, che fungono da 

messaggeri nella proliferazione cellulare [84] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2 Proteine coinvolte nelle diverse fasi del ciclo cellulare. I complessi CDK-cicline (CDK1/Ciclina A, 

CDK1/Ciclina B, CDK4/6 Ciclina D) favoriscono la progressione del ciclo cellulare, mentre l’attivazione di 

proteine (p16, p21, p27, p53) inibitrici del ciclo cellulare ne causano l’arresto. La proteina Rb è un soppressore 

tumorale ed è normalmente fosforilato durante la progressione del ciclo cellulare (pRb), mentre la sua 

defosforilazione provoca l’arresto del ciclo prima della replicazione del DNA (fase S). 
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Quindi, i polifenoli possono esercitare questi effetti anticancerogeni attraverso diversi 

meccanismi che comprendono, come visto in precedenza, l’inibizione del danno al 

DNA, il blocco del ciclo cellulare e l’induzione dell’apoptosi, attraverso la 

modulazione dell’attività di alcuni enzimi coinvolti nella regolazione del ciclo 

cellulare, nel riparo del DNA e nel processo infiammatorio [85-89]. 

 

 

 

4. METABOLITI  DEI COMPOSTI  ORGANICI  

VOLATILI  (COV) E CANCEROGENESI 

 

I composti organici volatili (COV) includono sia gli idrocarburi contenenti carbonio 

ed idrogeno come unici elementi (composti alifatici e composti aromatici) che 

composti contenenti oltre a carbonio e idrogeno, anche altri elementi quali ossigeno, 

cloro e fluoro (aldeidi, eteri, alcool, esteri, clorofluorocarburi [CFC] ed 

idroclorofluorocarburi [HCFC]. La US Environmental Protection Agency (EPA) 

definisce i COV come una classe di sostanze contenenti C2-C10 idrocarburi sostituiti 

e non sostituiti con una pressione di vapore superiore a 0,1 mmHg. Una ulteriore 

classificazione prevede la suddivisione dei COV in polari e non polari. [90]. 

I composti organici volatili sono rilasciati nell’atmosfera sia da fonti biogeniche 

(principalmente vegetazione) che da sorgenti di origine antropica (ad esempio, le 

emissioni dei veicoli, la fabbricazione e l'uso di prodotti petroliferi, combustione di 

biomasse, discariche e impianti di trattamento delle acque reflue) dove subiscono vari 

processi di degradazione chimica [91]. La quantità delle emissioni biogeniche è di 

oltre il 90% dei COV totali presenti nell’atmosfera [92-94]. 

L’emissione dei COV nell’ambiente è monitorata non solo per il loro coinvolgimento 

nell’aumento dei livelli di ozono troposferico (a livello del suolo) o per la diminuzione 

dei livelli di ozono stratosferico, ma anche per i loro effetti tossici sulla salute umana 

[95-97]. L’ozono troposferico, un inquinante fotochimico secondario, risultante 

primariamente dalla reazione dei COV con NOx (NO e NO2) in presenza di luce, è il 

http://it.wikipedia.org/wiki/Idrocarburi
http://it.wikipedia.org/wiki/Carbonio
http://it.wikipedia.org/wiki/Idrogeno
http://it.wikipedia.org/wiki/Composti_alifatici
http://it.wikipedia.org/wiki/Composti_aromatici
http://it.wikipedia.org/wiki/Aldeidi
http://it.wikipedia.org/wiki/Eteri
http://it.wikipedia.org/wiki/Alcoli
http://it.wikipedia.org/wiki/Esteri
http://it.wikipedia.org/wiki/Clorofluorocarburi
http://it.wikipedia.org/wiki/Idroclorofluorocarburi
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maggior componente dello smog [98-100], mentre l’ozono stratosferico che protegge 

la Terra dalle radiazioni ultraviolette del sole, diminuisce a causa della sua reazione 

con gli alogenati dei COV (ad es., tetraclorometano, 1,1,1-tricloroetano, i 

clorofluorocarboni CFC-11, CFC-12 e CFC-113) [101]. Si ritiene che un’alta percentuale 

del rischio di sviluppare una neoplasia associato agli inquinanti dell’aria (35–55%) sia 

dovuta all’esposizione prolungata ai COV [102-104]. 

Infatti, sulla base dei dati pubblicati in letteratura, la International Agency for 

Research on Cancer (IARC) ha introdotto nella lista delle sostanze cancerogene, 

alcuni COV e loro metaboliti (Tabella 1). In particolare 1,3-butadiene è stato inserito 

nel Gruppo 1 (cancerogeni), lo stirene ossido (SO) nel Gruppo 2A (probabili 

cancerogeni) e l’isoprene ossido (IO), il propilene ossido (PO) e l’epossi butano (BO) 

nel Gruppo 2B (possibili cancerogeni) [105]. 

 

 

 

 

Fig 3. Struttura degli epossidi di alcuni COV   
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Tabella 1. I composti sono classificati in base al loro rischio cancerogeno nell’uomo secondo le procedure 

standard dello International Agency for Research on Cancer (IARC) nel seguente modo: Gruppo 1 

(cancerogeni);Gruppo 2A (probabili cancerogeni); Gruppo 2B (possibili cancerogeni); Gruppo 3 (non 

classificati come agenti cancerogeni). N.C.: non considerati dallo IARC 

 

Composti 

parentali 
Epossidi 

Sostituenti 

IARC group 
R1 R2 

1,3-

Butadiene 
   1 

 3,4-Epossibutene (EB) -CH=CH2 -H N.C. 

 
1,2,3,4-Diepossibutene 

(DEB) 

-

CH(O)CH2 
-H N.C. 

Isoprene    2B 

 
3,4-Epossi-3-metil-1-

butene (IO) 
-CH=CH2 -CH3 N.C. 

Stirene    2B 

 Stirene7,8-ossido (SO) -C6H5 -H 2A 

Propilene    3 

 Propilene ossido (PO) -CH3 -H 2B 

1-Butene    N.C. 

 1,2-Epossi-butano (BO) -CH2-CH3 -H 2B 
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Generalmente gli alcheni vengono metabolizzati da specifici enzimi (enzimi di fase I e 

di fase II) che li trasformano in sostanze più solubili con il fine di renderli facilmente 

eliminabili dall’organismo. In particolare questi composti vengono prima attivati per 

mezzo dei così detti enzimi di fase I, (ad es. il Citocromo P450) provocando la 

conversione dell’alchene in un composto altamente reattivo. Infatti la presenza del 

doppio legame rende questi composti ottimi substrati per gli enzimi del citocromo 

P450 che li converte nei rispettivi epossidi (Fig.3, Ta.1) i quali possiedono una 

potente capacità alchilante verso i siti nucleofili di proteine e DNA [106]. 

Successivamente questi composti attivati vengono detossificati dagli enzimi di fase II, 

quali la glutatione trasferasi, che converte queste sostanze in metaboliti più stabili 

che possono essere direttamente eliminati con le urine. 

I dati presenti in letteratura mostrano chiaramente la formazione dei metaboliti degli 

epossidi come un evento centrale nella genotossicità e cancerogenicità di molti COV. 

Ad eccezione dell’isoprene monoepossido (3,4-epossi-2-metil-1-butene: IO), tutti gli 

altri epossidi sono risultati positivi al test di Ames sul ceppo di Salmonella 

typhimurium TA100 e per gli altri test di mutagenicità procariotici [107,108]. La 

valutazione genotossica, determinata attraverso differenti caratteristiche 

citogeneticche, quali le aberrazioni cromosomiali (CA), lo scambio di cromatidi 

fratelli (SCE) ed il test dei micronuclei (MN), hanno evidenziato differenti abilità 

degli epossidi sopra riportati nel provocare un danno al DNA anche con risultati 

contrastanti. 

Fino a questo momento non sono disponibili dati sugli effetti di IO “in vitro” riguardo 

l’induzione di CA, SCE e MN, mentre il 3,4-epossi-1-butene (EB) è in grado di indurre 

SCE in linfociti umani come dimostrato in uno studio [109] mentre in un altro studio 

tale attività non è stata riscontrata [110]. Sono pochi gli studi che hanno investigato i 

potenziali effetti degli epossidi sopra riportati sul danno al DNA nelle cellule umane. 

In particolare, nel caso di EB (epossido del 1,3-butadiene) l’abilità di indurre un 

danno al DNA è stata ben valutata attraverso il Comet Assay in cellule di sperma 

umano [111]. Recentemente il danno al DNA indotto da EB, DEB e la loro miscela è 

stata studiata anche nei linfociti umani [112]. L’effetto di PO sul danno al DNA è stato 

investigato solo in fibroblasti diploidi umani [113], mentre Fabiani et al., 2007 [114], 

in un precedente studio hanno dimostrato una chiara attività genotossica sia 

dell’isoprene, in presenza di attivazione metabolica, che del suo epossido (IO) in 
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linfociti umani. Un solo studio fino ad oggi, è stato pubblicato, che dimostra l’attività 

genotossica del BO in cellule della mucosa del naso dell’uomo e del ratto tramite il 

Comet Assay. [115]. 

 
 

4.1  1,3-BUTADIENE  

 
In questi ultimi anni gli effetti genotossici e cancerogeni dell’1,3-butadiene (BD) 

hanno rivestito un particolare interesse in tutto il mondo. Lo IARC ha classificato il 

BD come probabile cancerogeno per l’uomo (gruppo 2A) sulla base di “sufficienti 

evidenze” di un aumentato rischio di leucemia [113] e come possibile cancerogeno 

nelle sperimentazione animale [116]. Studi epidemiologici hanno rivelato una chiara 

associazione tra l’esposizione occupazionale al BD e l’incremento del rischio di 

leucemia [117]. L’US Environmental Protection Agency (EPA) ha stimato che BD è 

responsabile della maggior parte dei tumori riconducibili alle esposizioni delle 

emissioni degli autoveicoli, rispetto alle particolato derivato dalla combustione del 

gasolio, benzene e formaldeide insieme [118]. BD è un cancerogeno ben noto nei 

roditori, in quanto è in grado di indurre i tumori in differenti siti-specifici 

specialmente nel topo [119,120]. La grande variazione degli effetti genotossici del BD 

tra le differenti specie e la presenza di fattori contraddittori riscontrati in molti studi 

epidemiologici, rendono difficile la valutazione del rischio per l’uomo associato 

all'esposizione al BD. Questa complessa questione infatti, deve essere ulteriormente 

approfondita anche considerando le differenze nella metabolizzazione del BD tra  

l'uomo ed i roditori. 

Il BD è principalmente ossidato dal citocromo P450 (soprattutto CYP2E1 e CYP2A6) 

in 1,2-epossi-3-butene, (EB) e in 3,4-epossi-1, 2-butandiolo (DEB). L’EB può essere 

ulteriormente metabolizzato attraverso diverse vie. Una è la detossificazione, tramite 

la coniugazione diretta con il GSH, portando alla formazione di metaboliti mono-

idrossilati. La seconda via è l’idrolizzazione da parte dell’epossido idrolasi (EH) a 3-

butene-1,2-diolo, che può essere o eliminato come tale nelle urine, o coniugato al 

GSH per formare i di-idrossilati metaboliti anch’essi escreti nelle urine, o ossidato dal 

citocromo P450 a EB-diolo. Il terzo percorso è l'ossidazione di EB da parte di CYP2E1 

e CYP3A4 per formare DEB, che può essere idrolizzato a EB-diolo, o essere coniugato 
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al GSH per formare un tri-idrossilato, altro metabolita urinario [121]. Ciascuno dei 

metaboliti ossidati è un epossido che può reagire con macromolecole biologiche quali 

DNA, RNA e proteine [121]. 

Diversi studi indicano chiaramente la capacità di BD e dei suoi metaboliti, di reagire 

con i centri nucleofili del DNA, provocando la formazione di addotti al DNA in 

animali da esperimento [122,123]. 

Una relazione dose-risposta tra l’inalazione di 1,3-[2,3-14C]-butadiene e la formazione 

di addotti al DNA, rilevata con N7-(2,3,4-trihydroxybutyl)-guanina, è stata descritta 

nel fegato, nei polmoni e nei testicoli di topi e di ratti, sebbene i livelli complessivi di 

addotti al DNA, siano stati piuttosto bassi [124]. E’ stato dimostrato che questo 

composto è in grado di indurre un danno cromosomico ed effetti clastogenici nei topi 

[125,126] i quali sono notevolmente più sensibili rispetto ai ratti [127]. I risultati sugli 

effetti citogenetici e sulle mutazioni indotte nell’enzima ipoxantina-guanina 

fosforibosil-transferasi (HPRT) nei lavoratori esposti a BD, sono controversi: alcuni 

studi mostrano un aumento significativo nella formazione di addotti [128], mentre 

altri riferiscono risultati negativi [129,130]. Questi dati contraddittori possono essere 

correlati alle differenze inter-individuali nell’attività metabolica e nella capacità di 

riparazione del DNA. Infatti sembra che la genotossicità/cancerogenicità indotta dal 

BD sia anche una conseguenza della alterazione dei sistemi coinvolti nella riparazione 

del DNA come suggerito da Vodicka et coll. [131], che hanno descritto una 

significativa riduzione del tasso di riparazione del DNA nei lavoratori esposti a BD. 

Queste evidenze suggeriscono che l'esposizione professionale a xenobiotici, possa 

influenzare i meccanismi di riparo del DNA [132] e quindi anche le differenze 

genetiche tra individui giocano un ruolo primario nella modulazione del metabolismo 

di queste sostanze cancerogene [133,134]. 

 

 

4.2  STIRENE  
 
Lo stirene-7,8-ossido (SO) è il principale metabolita dello stirene, un solvente 

organico ampiamente utilizzato nella produzione di materie plastiche, resine, isolanti 

e gomma sintetica. La massima esposizione umana di stirene avviene quando il 

composto è inalato durante la laminazione a mano del vetroresina [135]. In queste 
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fabbriche, SO è prodotto sia dallo stirene in presenza di aria e luce, sia nel momento 

dell’aggiunta dei perossidi alla resina quali iniziatori della reazione di 

polimerizzazione [12]. 

Tuttavia, lo stirene è presente in piccole quantità anche in alcuni alimenti (ad 

esempio le fragole, il frumento, le arachidi, la carne e le spezie) e può anche essere 

prodotto naturalmente come metabolita durante i processi di imballaggio di alcuni 

cibi e bevande (es. vino, birra, cereali e formaggi) [136]. SO è stato classificato dallo 

IARC nel gruppo 2, con sufficiente evidenza di cancerogenicità negli animali da 

esperimento (gruppo 2A) e come probabile cancerogeno nell'uomo, a causa di 

evidenze epidemiologiche inadeguate (gruppo 2B) [105]. La preoccupazione per la 

sua potenziale cancerogenicità deriva in gran parte, dalla capacità del suo metabolita 

lo SO, di legarsi covalentemente al DNA e di risultare fortemente attivo in una varietà 

di test di genotossicità [117,137]. 

Numerosi studi hanno evidenziato che SO possa rappresentare un potenziale 

cancerogeno in lavoratori professionalmente esposti, soprattutto per quanto riguarda 

le neoplasie del sistema linfatico ed ematopoietico [138-140]. L'esposizione a stirene 

sul posto di lavoro è costantemente diminuita nel corso degli anni a causa di una 

maggiore attenzione alla salute del lavoratore e alla presenza di normative più severe, 

ma rimane sostanzialmente elevata l’esposizione a questo composto al di fuori 

dell’ambito lavorativo [137]. 

“In vivo”, lo stirene viene metabolizzato a SO dal citocromo P450, isoforme 2B6 e 2E1 

(presenti sia nel fegato umano che nel polmone) e dalla isoforma 2F1 (presente solo 

nel polmone umano) che è il più efficace nel processo di ossidazione [141,142]. Lo SO 

è principalmente idrolizzato dalla epossido idrolasi microsomiale (mEH) a glicole-

stirene e successivamente ossidato, dall’alcool deidrogenasi, a due principali 

metaboliti, l’acido mandelico (MA) e l’acido fenilgliossilico (PGA), come illustrato 

nella Figura 4. Entrambi, MA e PGA, rappresentano più del 95% dei metaboliti dello 

stirene ossido. L’ulteriore trasformazione di MA e PGA mediante transaminazione nel 

corrispondente amminoacido, porta alla formazione di fenilglicina. Negli esseri 

umani, una via metabolica minore (circa l’1% dello stirene assorbito) è dovuta alla 

coniugazione di SO con glutatione (GSH) per mezzo dell’enzima glutatione S-

transferasi (GST). Questa reazione avviene su uno dei due atomi di carbonio nella 

catena laterale formando il composto N-acetil- S-(1-fenil-2-idrossi)-etil-L-cisteina 
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(M1) ed N-acetil-S-(2-fenil-2-idrossi)-etil-L-cisteina (M2), che sono regioisomeri, 

ciascuno esistenti in due forme diastereoisomeriche ([R, R] e [R, S]). Tuttavia, è 

presente anche un percorso aggiuntivo secondario del metabolismo dello stirene 

causato dall’epossidazione dell’anello benzenico nella posizione C-3,C-4 dando luogo 

alla formazione del 4-vinilfenolo, anch’esso escreto nelle urine [143,144]. 

L’abilità dello SO di indurre rotture ai filamenti di DNA nelle cellule di mammifero è 

stata ben documentata sia “in vitro” [145] che “in vivo” [146]. Infatti, studi condotti in 

diversi sistemi di cellule di mammifero ed eucarioti inferiori, trattati “in vitro” con 

SO, hanno dimostrato l'induzione di scambi di cromatidi fratelli (SCE), la formazione 

di micronuclei (MN) e la formazione di aberrazioni cromosomiche (CA) [147,148]. 

Inoltre, cambiamenti nell'espressione di alcuni geni coinvolti nel ciclo cellulare e 

nella regolazione dell'apoptosi sono stati descritti nei linfociti umani esposti ad SO 

[149]. Uno studio “in vitro” nei linfociti periferici umani (PBMC) sugli effetti 

genotossici di SO, ha evidenziato una riduzione dose-dipendente della sopravvivenza 

cellulare, un aumento della mutazione del gene ipoxantina fosforibosil (HPRT), la 

formazione di addotti al DNA e un incremento del numero di rotture del DNA [150]. 

SO ha mostrato preferenzialmente un’attività clastogenica ed ha prodotto un effetto 

citostatico ad alte dosi, indicato dalla riduzione significativa della proliferazione 

cellulare [150]. Per esempio, per quanto riguarda gli studi “in vivo”, Somorovska et al. 

[151] hanno esaminato 44 lavoratori impiegati come laminatori presso un impianto di 

materia plastica rinforzata. Da questi dati è emersa una forte correlazione tra la 

frequenza delle rotture del DNA a singolo filamento in leucociti mononucleati e gli 

anni di esposizione allo SO in fabbrica. Tuttavia lo studio degli effetti dello stirene 

nell’uomo ha evidenziato risultati controversi e talvolta contrastanti. In letteratura 

infatti si trovano risultati, sia positivi che negativi, sull’associazione tra l’esposizione a 

stirene ed il danno cromosomiale [128].  

Alcuni autori hanno ipotizzato un meccanismo di genotossicità diverso da quello 

precedentemente descritto (CA, MN e SCE), nel quale il danno al DNA poteva essere 

causato da un incremento delle specie reattive dell’ossigeno in seguito al metabolismo 

dello SO [16,152].  

Infatti un’iperproduzione di ROS, o un loro ridotto smaltimento, dovuto a: un 

insufficiente apporto di sostanze antiossidanti con la dieta, un ridotto funzionamento 

di enzimi antiossidanti e una insufficiente disponibilità di micronutrienti, quali Mg, 
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Cu e Zn cofattori necessari per l’attività di questi enzimi, può provocare una 

variazione dello stato di equilibrio a favore di una situazione patologica, che è lo 

stress ossidativo, con conseguenti alterazioni a carico delle diverse classi di 

macromolecole biologiche. 

Katoh et al [153] hanno trovato un’aumentata perossidazione lipidica nel polmone e 

nel cervello di ratti dopo trattamento con stirene e/o SO, come conseguenza di 

ripetute deplezioni del glutatione al di sotto di certi livelli critici. E’ stata anche 

dimostrata l’induzione di un danno ossidativo al DNA in lavoratori esposti a SO 

attraverso la formazione di basi ossidate, quale la 8-idrossi-2-deossiguanosina (8-

OHdG), che è un indicatore del danno ossidativo al DNA [154] ed è usata 

comunemente come biomarker importante delle prime fasi del processo di 

cancerogenesi [155,156]. 

 

 

 

      Fig .4.  Biotrasformazione dello Stirene per opera degli enzimi del metabolismo umano 
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5. SCOPO  DEL  LAVORO 
 

Lo scopo di questo lavoro di tesi può essere suddiviso in due parti ben distinte. 

 

La prima parte a sua volta, può essere riassunta in 4 punti: 

 
1. Valutazione del potere anti-genotossico sia di estratti fenolici derivati dall’olio 

d’oliva e dalle acque di vegetazione che di singoli composti, nei confronti del 

danno al DNA indotto dal perossido di idrogeno (H2O2). I sistemi cellulari 

utilizzati sono stati i linfociti isolati di fresco dal sangue periferico umano 

(PBMC) e la linea tumorale derivata da una leucemia promielocitica acuta 

umana (HL60). Il perossido di idrogeno rappresenta un sistema semplice e 

riproducibile per poter testare l’effetto delle specie reattive dell’ossigeno (ROS) 

su cellule “in vitro”. I ROS sono particolarmente importanti, poiché 

continuamente rilasciati nell’organismo, sia come prodotti indesiderati del 

normale metabolismo aerobio cellulare, che come agenti battericidi la cui 

formazione è legata all’attivazione dei fagociti. Al fine di mimare in modo più 

fisiologico la produzione dei ROS in vivo è stata anche investigata la protezione 

dei polifenoli nei confronti del danno ossidativo al DNA indotto da monociti 

attivati con forbolo-miristato-acetato (PMA). Questo modello ha il vantaggio 

di esporre le cellule a molte specie reattive dell’ossigeno che sono 

costantemente prodotte a basse concentrazioni nell’organismo e che 

rappresentano una naturale fonte di stress ossidativo. 

 
2. In un secondo momento, si è investigata l’attività genotossica di alcuni 

inquinanti di origine ambientale, quali i COV e i loro principali metaboliti, sia 

nei PBMC che nelle cellule HL60. Lo scopo di questo studio è quello di 

comparare gli effetti dei differenti epossidi, chimicamente correlati tra loro, 

nelle stesse condizioni sperimentali in modo da creare una scala di 

genotossicità per questi composti. 

 



35 

 

3. Inoltre, si è cercato di identificare il/i possibile/i meccanismo/i d’azione 

tramite il quale gli epossidi inducono il danno genotossico, ipotizzando il 

coinvolgimento delle specie reattive dell’ossigeno (ROS). 

 

4. Infine è stata valutata l’abilità chemiopreventiva degli estratti fenolici sopra 

riportati nei confronti del danno al DNA indotto dagli epossidi nei PBMC. 

 

Nella seconda fase del lavoro ci si è proposto di studiare i meccanismi attraverso cui 

l’idrossitirosolo (3,4-DHPEA; il più importante fenolo presente sia nell’olio d’oliva 

che nelle acque di vegetazione) interferisce con la promozione/progressione tumorale 

agendo come inibitore della proliferazione e del ciclo cellulare, e come induttore 

dell’apoptosi in cellule tumorali. Questa fase può essere suddivisa in due principali 

obiettivi: 

 

1. chiarire se, ed in che misura, gli effetti anti-proliferativi e pro-apoptotici del 

3,4-DHPEA siano mediati da un’attività pro-ossidante espletata da questo 

composto quando testato “in vitro”ad alte dosi. Particolari approfondimenti 

hanno riguardato la generazione da parte del 3,4-DHPEA del perossido di 

idrogeno (H2O2) nel terreno di coltura; 

 

2. valutare gli effetti del 3,4-DHPEA nella progressione del ciclo cellulare delle 

HL60 e nell’espressione di alcune proteine coinvolte nella regolazione del ciclo 

cellulare (Rb/pRb).  

 

In questa seconda fase sono state utilizzate le cellule tumorali HL60 e non i PBMC, 

poiché in uno studio precedente, effettuato nel laboratorio in cui ho svolto questo 

lavoro di dottorato, è stato dimostrato che il 3,4-DHPEA non era in grado di indurre 

apoptosi nelle cellule non proliferanti, caratteristica che probabilmente le rende più 

resistenti all’azione di questo composto [82]. 

 
 

 

 



36 

 

 

6. MATERIALI  E  METODI 

 

6.1  MATERIALI E LINEE CELLULARI  
 
Il terreno di coltura RPMI 1640, il siero fetale bovino (FBS) e l’agarosio a basso punto 

di fusione ed a normale punto di fusione sono stati ottenuti dalla Gibco (Gibco BRL, 

Life Technologies, Paisley, Scotland). Penicillina/Streptomicina e Glutamina sono 

sati acquistati dalla Sigma (Sigm-Aldrich Inc. St.Louis, MO USA). I convenzionali 

vetrini per microscopio sono stati acquistati da Knittel Glaser (Steroglass, Perugia, 

Italy). I diversi epossidi (3,4-epossi-3-metil-1-butene; 3,4-epossi-1-butene; 1,2:3,4-

diepossibutene; Stirene 7,8-ossido; Propilene ossido; 1,2-epossibutano); Hystopaque 

1077 e tutti gli altri reagenti sono stati acquistati dalla Sigma (Sigma-Aldrich CO. 

Ltd., Irvine, UK). La 2,7-diclorodiidrofluoresceina diacetato (DCFH-DA) (Sigma) è 

stata a 20 mM in DMSO e aliquotata a -20°C. La concentrazione finale di DMSO non 

eccedeva lo 0.1%.  

L’Idrossitirosolo è stato ottenuto dalla Cayman Chemicals Ltd. (Stati Uniti), come 

soluzione in etanolo (EtOH) alla concentrazione di 320 mM e conservato a -20°C e al 

riparo dalla luce. Il composto è stato quindi diluito in RPMI 1640 alle concentrazioni 

desiderate subito prima dell’uso. Tutte le soluzioni sono state sterilizzate mediante 

filtrazione con filtri da 0.22 μm (Celbio S.r.l., Milano). Tutti gli altri reagenti sono 

stati acquistati dalla Sigma (Sigma-Aldrich CO. Ltd., Irvine, UK), salvo diversamente 

specificato. 

Le cellule di leucemia promielocitica umana HL60, le cellule di cancro al colon 

HCT116 ed SW480, le cellule di cancro al seno MCF-7 ed MDA-MB231 e le cellule di 

cancro alla prostata LNCap e PC3 sono state acquistate dall’American Type Culture 

Collection (ATCC, Rockville, MD). Le colture cellulari e i trattamenti sono stati 

allestiti utilizzando fiasche da 75cm2, 25cm2 e piastre 96 pozzetti. Le cellule sono state 

incubate a 37°C e al 95% di aria e 5% di CO2 in atmosfera umidificata e mantenute in 

terreno RPMI 1640 completo addizionato con FBS (10% v/v), L-glutamina 2.0 mM, 

penicillina 100U/ml e streptomicina 100μg/ml. Le cellule sono state subcoltivate 2 

volte a settimana e la loro vitalità è stata valutata con il metodo di esclusione del 
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trypan blu. La vitalità delle cellule mantenuta in coltura valutata con tale metodo è 

sempre maggiore o uguale al 90%. 

Gli Anticorpi per la proteina Rb (total Rb e pRb) e la β-actina sono stati acquistati 

dalla Cell Signaling Technology. 

 

 

6.2  PREPARAZIONE DEGLI ESTRATTI POLIFENOLICI  
  
Gli estratti polifenolici derivati dall’olio di oliva della cultivar Coratina, sono stati 

forniti dal Prof. Servili del Dipartimento di Scienze Economico-Estimative e degli 

Alimenti, Università di Perugia, come soluzioni in EtOH, conservati a -20˚C e al 

riparo dalla luce. La loro estrazione è avvenuta secondo le modalità riportate in 

letteratura [18]. Brevemente, da un campione di olio d’oliva come tale è stata 

effettuata un’estrazione in metanolo della componente polifenolica, che è stata poi 

identificata tramite HPLC. L’estratto dei fenoli dell’olio vergine di oliva (OO-PE) 

conteneva 679.2 mg/g dei fenoli totali, come riportato da Montedoro et al. [18]. 

L’estratto fenolico derivato dalle acque di vegetazione (WW-PE) è stato ottenuto 

tramite un’estrazione liquido/liquido (metanolo/ acqua) da un concentrato derivato 

dal trattamento di filtrazione su membrana delle acque di vegetazione. L’estratto 

fenolico delle acque di vegetazione conteneva 572.8 mg/g di fenoli totali. La 

composizione fenolica degli estratti è riportata in Tabella 2. 
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Tab.2 Composizione chimica degli estratti fenolici derivati dall’olio d’oliva (OO-PE) e dalle acque di 

vegetazione (WW-PE). 

 

n.d. non determinato 

 

6.3  TRATTAMENTI CELLULARI  
 

Per valutare l’effetto genotossico al DNA, le sospensioni cellulari (HL60 e PBMC) 

sono state trattate con i diversi epossidi (dissolti in acqua ad una concentrazione 100 

volte superiore a quella testata nel terreno) in RPMI 1640 in presenza o meno di FCS 

(5% di FCS). Dopo una incubazione di 2 e 24h (per mantenere la vitalità cellulare al 

di sopra del 90% dopo 24h di trattamento, le cellule sono state trattate solo in 

presenza di siero) a 37°C e al 5% di CO2, è stata valutata la vitalità con la tecnica del 

 
Concentrazione dei fenoli  

(mg/g di estratto) 

 OO-PE WW-PE 

3,4-DHPEA 8.0 48.7 

3,4-DHPEA-EDA 205.7 502.1 

3,4-DHPEA-EA 133.6 n.d.
1
 

VERBASCOSIDE n.d. 17.7 

TOTALE DEI COMPOSTI 

CONTENENTI 3,4-DHPEA 
347.3 568.5 

p-HPEA 7.1 4.3 

p-HPEA-EDA 238.3 n.d. 

(1)-1-ACETOSSIPINORESINOLO 86.5 n.d. 

FENOLI TOTALI 679.2 572.8 
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trypan blue ed il danno al DNA con il Comet assay. Il range di concentrazione dei 

differenti epossidi usati per il trattamento delle cellule è stato determinato in base 

alla vitalità cellulare, che in seguito al trattamento con gli epossidi era sempre 

maggiore dell’ 85%. Inoltre per la valutazione dell’effetto protettivo degli estratti 

fenolici le cellule sono state pre-incubate sia con OO-PE (1µg/ml) che con WW-PE 

(1µg/ml), per 30 min e poi sono stati aggiunti gli epossidi per 2 e 24 ore. E’ stato 

anche testato l’effetto protettivo di un noto antiossidante, la N-acetil-cisteina (NAC; 

10 mM)  e di un enzima, la catalasi (CAT, 100 U/mL), preincubati con la sospensione 

cellulare 30 min prima dell’aggiunta degli epossidi.  Gli estratti fenolici sono stati 

disciolti in una soluzione di etanolo/acqua (1/2, v:v) a 9.532 g/L per OO-PE e 5.266 

g/L per WW-PE in modo tale da ottenere una concentrazione di 3,4-DHPEA e di 

composti contenenti il 3,4-DHPEA (3.4-DHPEA-EDA, 3.4-DHPEA-EA e 

Verbascoside) corrispondente a 10µmol/L. Tutti i composti puri (3,4-DHPEA-EDA, 

3,4-DHPEA-EA e pHPEA, p-HPEA-EDA e Verbascoside) sono stati divisi in aliquote 

e conservati al buio a -20°C. I campioni sono stati scongelati appena prima dell’uso e 

diluiti in RPMI 1640 alla concentrazione desiderata.  

Per investigare invece le proprietà anti-proliferative e pro-apoptotiche del 3,4-

DHPEA le cellule HL60 sono state trattate con i seguenti composti: N-acetil-cisteina 

(NAC; 10 mM), ascorbato (100 µM), α-tocoferolo (10–100 µM), β-carotene (10–100 

µM), catalasi (CAT, 100 U/mL), o-fenantrolina (PNT, 2.5–50 µM).  

La NAC è stata preparata  come soluzione stock a 0.4 M nel terreno RPMI (il pH è 

stato aggiustato a 7.4 con 0.2 M NaOH). α-tocoferolo e β-carotene sono stati dissolti 

in tetraidrofurano (THF) preparando una soluzione stock alla concentrazione di 8 e 

30 mM, rispettivamente. Prima di ciascun esperimento, le aliquote sono state 

aggiunte al terreno di coltura per ottenere le concentrazioni indicate, mentre il 

controllo ha ricevuto la stessa quantità di THF, che non superava lo 0,05%. In tutti gli 

esperimenti, prima del trattamento con 3,4-DHPEA, le cellule sono state preincubate 

con i composti sopra riportati per 1h a 37°C. Dopo differenti tempi, le aliquote della 

sospensione cellulare sono state prelevate per i diversi saggi.  

Il perossido d’idrogeno presente in soluzione 10 M, è stato diluito in acqua sterile in 

modo da ottenere le concentrazioni utilizzate nei diversi saggi. 
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6.4  ISOLAMENTO DELLE CELLULE MONONUCLEATE DA SANGUE 

PERIFERICO  
 

Le cellule mononucleate (PBMC) sono state isolate da sangue periferico umano 

arricchito di leucociti, tramite un gradiente di densità [157]. Brevemente, i campioni 

di sangue (2ml) sono stati diluiti a 10ml con RPMI 1640 senza siero e sono stati 

piastrati sopra a 2ml di Hystopaque 1077 e poi centrifugati a 1600 rpm per 20 min. 

Lo strato contenente le cellule mononucleate si trova all’interfaccia tra il plasma e 

l’Hystopaque, è stato recuperato e lavato 2 volte con RPMI 1640. I PBMC così 

ottenuti vengono contati secondo la metodica del trypan blue e la densità aggiustata 

ad 1x106 cellule/ml con RPMI 1640 addizionato di siero (5%), antibiotici e 

glutammina, infine le cellule sono utilizzate per i diversi esperimenti. I PBMC isolati 

da sangue periferico umano, come detto precedentemente, sono stati sottoposti a 

trattamenti specifici per separare i linfociti dai monociti. In particolare questa 

metodica è stata messa a punto nel laboratorio in cui ho svolto la tesi di dottorato 

[158] secondo il seguente procedimento. I PBMC dopo essere stati contati e aggiustati 

alla concentrazione di 8 x 106 cellule/ml, sono stati di nuovo seminati in parte nelle 

fiasche da 25 cm2 ed incubati per 1h e mezza a 37°C ed il 5% di CO2 e la restante 

aliquota nei pozzetti (200l ciascuno) ed incubati per 2h. 

Tale incubazione permette ai monociti di aderire al fondo dei pozzetti, mentre i 

linfociti rimangono in sospensione. E’ stato recuperato poi il sovranatante dalla fiasca 

contenente i linfociti, che sono stati nuovamente seminati su una piastra sterile e 

incubati per un’altra ora e mezza, in modo da permettere le completa aderenza dei 

monociti. A questo punto quindi, è possibile separare i linfociti dai monociti: i 

linfociti infatti, sono stati recuperati dalla fiasca, lavati 2 volte in RPMI 1640, per 

eliminare le piastrine eventualmente presenti, contati, e la loro concentrazione 

aggiustata a 0.5 x 106 linfociti/ml. Sono stati poi seminati in Eppendorf (Vol=1 ml) e 

in ciascuna di esse sono stati aggiunti i rispettivi reagenti e la PMA alla 

concentrazione di 2M. Ai pozzetti invece, è stato tolto il sovranatante, i monociti 

presenti sul fondo sono stati risospesi con 200l della miscela di linfociti, reagenti e 

PMA preparati nelle Eppendorf, e nuovamente incubati a 37°C e 5% di CO2 per 1h. La 

presenza della PMA nel mezzo di coltura, attiverà i monociti a produrre le diverse 

specie reattive dell’ossigeno (ROS), le quali a loro volta agiranno sui linfociti, 
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inducendo danno a livello del loro DNA. Dopo tale incubazione, 100l di 

sovranatante contenente i linfociti, viene utilizzato per il Comet Assay. 

 

 

6.5 VALUTAZIONE DELLA PROLIFERAZIONE 

 

6.5.1  METODO DEL TRYPAN BLUE  
 

La proliferazione è stata valutata mediante il metodo di esclusione al trypan blue, che 

consiste nel prelevare un’aliquota della sospensione cellulare (10 μl) che è aggiunta 

ad una soluzione di Trypan Blue (90 μl, 200 mg/ml). Nel caso in cui la densità 

cellulare risultava troppo elevata veniva effettuata una ulteriore diluizione 1:10. Dopo 

5 minuti di incubazione a temperatura ambiente, una aliquota (10 μl) di tale 

sospensione cellulare è stata introdotta nella camera di Burker e le cellule sono state 

contate usando il microscopio ottico. 

 

6.5.2  TEST COLORIMETRICO DELL ’MTT  [BROMURO DI 3-(4,5-DIMETILTIAZOL-
2-IL)-2,5-DIFENILTETRAZOLIO]  

 

Per la valutazione della vitalità cellulare delle cellule HCT116, SW480, MCF-7, MDA-

MB231, LNCap e PC3 è stato utilizzato il test dell’MTT [159]. Le cellule sono state 

seminate alla densità di 0.5 x 104 cellule/ml in piastre da 96 pozzetti. Al termine di 

ogni periodo di incubazione, il terreno è stato rimosso e sostituito con 100μl di una 

soluzione di MTT, 0.5 mg/ml in HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution). Le cellule con 

la soluzione di MTT sono state incubate per due ore. Al termine del periodo di 

incubazione l’MTT è stato rimosso e sostituito con 100 μl di soluzione di lisi costituita 

da 0,1M di HCl in isopropanolo allo scopo di lisare le cellule e i cristalli di formazano 

che si formano a seguito della riduzione mitocondriale dell’MTT. Poiché il numero di 

cellule presenti nei campioni è direttamente proporzionale ai valori di assorbanza 

letti alla lunghezze d’onda di 550nm mediante un lettore di piastra (Anthos) da questi 

valori si può risalire al numero di cellule presenti nel campione. I valori di assorbanze 

dei vari campioni sono stati corretti sottraendo da essi il valore del bianco calcolato 
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come la media dei valori di assorbanza di tutti i pozzetti perimetrali contenenti solo 

terreno. Gli effetti sulla crescita delle cellule sono stati quantificati come riduzione 

percentuale del valore di assorbanza del campione rispetto a quello di controllo, 

posto come 100. 
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6.6  VALUTAZIONE DELL ’APOPTOSI  
 

La percentuale di cellule apoptotiche è stata determinata sia mediante conta con il 

microscopio a fluorescenza, che mediante citometria a flusso come riportato in 

letteratura [160]. I due metodi sono descritti di seguito. 

 

6.6.1  MICROSCOPIA A FLUORESCENZA  

 

La determinazione dell’apoptosi mediante microscopia a fluorescenza è stata 

determinata prelevando 200 μl della sospensione cellulare che sono stati centrifugati 

a 1300 rpm per 6 minuti. Il pellet cellulare è stato quindi risospeso in 20 μl di RPMI 

completo a cui sono stati aggiunti immediatamente prima dell’uso l’Hoechst 33342 (4 

μl/ml di RPMI prelevati da una soluzione madre di 20 μg/ml in tampone fosfato PBS: 

Na2HPO4 10mM, Na2H2PO4 10mM, KCL 2,7mM, NaCl 120mM, CaCl2 0,133g/l, 

MgCl2 0,1 g/l, pH finale 7.3) e ioduro di propidio (IP) (20 μl/ml di RPMI prelevati da 

una soluzione madre di 10 μg/ml in PBS) in RPMI 1640. Dopo 5 minuti di 

incubazione a temperatura ambiente, le cellule sono state esaminate al microscopio a 

fluorescenza (dotato di una lampada a mercurio da 50-W) munito di apposito filtro 

per la visualizzazione dei fluorocromi. L’Hoechst (HO) è un composto permeabile alla 

membrane plasmatica ed è quindi in grado di diffondere liberamente, raggiungere il 

nucleo e colorare di blu il DNA. Di contro, lo ioduro di propidio (IP) essendo 

altamente polare, non attraversa le membrane intatte ma è in grado di attraversare 

solo quelle danneggiate, colorando di rosso il DNA delle cellule che hanno perso la 

funzionalità della membrana. Di conseguenza, le cellule vive saranno identificate per 

mezzo dei loro nuclei intatti che si coloreranno di blu (HO) e le cellule necrotiche per 

mezzo dei loro nuclei intatti che si coloreranno di rosso (IP). Le cellule apoptotiche 

verranno identificate per mezzo dei loro nuclei frammentati, che mostreranno una 

colorazione blu (HO) o rossa (IP) in relazione dello stadio del processo apoptotico, 

precoce, se la membrana è integra, e tardivo, se la membrana ha perso la 

semipermeabilità. Per ogni condizione sperimentale sono stati preparati tre vetrini e 

sono state contate 100 cellule per ogni vetrino. 
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Fig.5 Immagine al microscopio a fluorescenza di cellule colorate con Ioduro di propidio (rosso) e 

Hoechst (blu). Cellule vive (tondeggianti blu), cellule apoptotiche precoci (margini frastagliati blu), 

apoptotiche tardive (margini frastagliati rossi) e necrotiche (tondeggianti rosse). 

 

 

6.6.2  ANALISI  DEL PICCO SUB G1   

 

Per il saggio del Sub-G1, le cellule sono state colorate con IP come segue: 0,5 x 106 

cellule sono state prelevate dalla sospensione cellulare, centrifugate a 1300 rpm per 6 

minuti e quindi risospese in 10 ml di PBS. Dopo aver centrifugato nuovamente la 

sospensione cellulare a 1300 rpm per 6 minuti il pellet è stato risospeso in 0,5 ml di 

una soluzione ipotonica del fluorocromo contenente: 50 μg/ml di IP in 0,1 % sodio 

citrato e 0.1% di Triton X-100. I campioni sono stati poi conservati in ghiaccio e al 

buio per 30 minuti e quindi la fluorescenza del IP dei singoli nuclei è stata 

determinata mediante citofluorimetro (FACScan). 

 

6.6.3  SAGGIO DELL ’ANNESSINA V   

 

Per il saggio dell’Annessina V, 1x106 cellule sono state prelevate dalla sospensione 

cellulare e centrifugate a 1300 rpm per 6 minuti e risospese in 1 ml di PBS. Dopo aver 

centrifugato a 1200 rpm (4°C) per 15 minuti, il pellet è stato risospeso in 500 μl di 
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Binding Buffer 1X (componente del kit fornito dalla ditta produttrice). Da questi sono 

stati prelevati 100 μl per ogni campione, trasferiti nei tubi da citofluorimetro e 

incubati in ghiaccio e al buio per 15 minuti dopo aver aggiunto 0,5 μl della soluzione 

di Annessina e 5 μl della soluzione di IP (entrambe le soluzioni sono state fornite 

dalla ditta produttrice del kit). Al termine del periodo di incubazione, sono stati 

aggiunti 400 μl di Binding Buffer e dopo 30 minuti la fluorescenza delle cellule è stata 

determinata mediante il citofluorimetro (FACScan). 

 

 

6.7  COMET ASSAY (ELETTROFORESI DI SINGOLE CELLULE SU 

GEL) 

 

6.7.1  COMET ASSAY TRADIZIONALE  

 

L’elettroforesi di singole cellule su gel è stata effettuata essenzialmente come 

descritto da Singh et al., [161]. Dopo il trattamento, aliquote di sospensione cellulare 

(50-100µl, 0.5-1.0x105cell) sono state trasferite in tubi Eppendorf e centrifugate a 

1300 rpm per 6 min. Il sovranantante è stato eliminato ed il pellet è stato incluso in 

75µl di agarosio a basso punto di fusione (0.7% in PBS) e distribuito nei vetrini 

convenzionali da microscopio pre-trattati con agarosio a normale punto di fusione 

(0.5% in PBS). I vetrini sono stati posti in una soluzione di lisi (2.5mol/L NaCl, 

100mmol/L Na2EDTA, 10mmol/L Tris-HCl pH 10 e aggiunti freschi 1% di TritonX 

100 e 10% di DMSO) per 1h a 4°C. La corsa elettroforetica è stata fatta in un tampone 

preparato al momento dell’uso (1mmol/L Na2EDTA, 300mmol/L NaOH, pH 13) per 

20 min ad un voltaggio fisso di 25V (300 mA). Dopo l’elettroforesi i vetrini sono stati 

neutralizzati (0.4Mol/L Tris-HCl, pH 7.5) e colorati con bromuro d’etidio (20mg/L). 

 

6.7.2  COMET ASSAY MODIFICATO  

 

Il Comet modificato prevede l’utilizzo di enzimi quali la Formammido Pirimidina 

DNA Glicosidasi (FpG) e l’Endonucleasi III (Endo III) che rimuovono le basi 
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puriniche e pirimidiniche ossidate, rispettivamente. Il saggio si basa sul fatto che 

queste due proteine riconoscono le basi mutate grazie all’attività glicosilasica e le 

rimuovono grazie all’attività liasica, che taglia il filamento a livello delle basi ossidate. 

La rimozione di questi siti causa un più alto numero di rotture al filamento di DNA e 

la conseguenza è una maggiore migrazione del DNA. Quindi al termine della lisi, i 

vetrini che dovranno essere trattati con l’enzima, vengono lavati per tre volte con 

200ml di tampone Reaction Buffer 1X (50Mm Tris pH7.6, 2mM EDTA, 50mM KCl) e 

su ciascun vetrino sono aggiunti 50µl di enzima. Infine si incubano per 45 min a 37°C 

e successivamente si procede con il Comet tradizionale. 

 

6.7.3  RILEVAZIONE DELLE COMETE E ANALISI STATISTICA  

 

Le cellule sono analizzate 24h dopo la colorazione con il bromuro d’etidio usando il 

microscopio a fluorescenza (ingrandimento 400X, Zeiss, R.G.) dotato di lampada a 

mercurio di 50-W. Le immagini vengono rilevate al microscopio come forme circolari 

(DNA non danneggiato) e come forme simili a “comete” in cui il DNA ha migrato 

dalla testa a formare una coda (DNA danneggiato). L’estensione di ciascuna cometa è 

stata analizzata da un sistema di analisi computerizzato (Comet assay II, Perceptive 

Instruments, UK) che fra i numerosi parametri valutati dal sistema, il “tail moment” è 

quello più direttamente correlato al danno al DNA. Infatti il Tail Moment è definito 

come il prodotto del’intensità di fluorescenza del DNA nella coda e la distanza media 

della sua migrazione tra la testa e la coda. Il calcolo dell’estensione del danno al DNA 

è basato sull’analisi di 100 comete selezionate in modo random da ciascun vetrino, 

suddiviso in 5 classi secondo quanto segue: classe 0 (t.m. < 1; no danno), classe 1 

(t.m. 1-5; danno debole), classe 2 (t.m. 5-10; medio danno), classe 3 (t.m. 10-20; 

danno alto) classe 4 (t.m. >20; completamente danneggiato). Questi valori sono 

espressi in Unità Arbitrarie (A.U.) per ciascun vetrino e sono compresi in un 

intervallo che va da 0 (100% delle comete in classe 0) a 400 (100% delle comete in 

classe 4) [162]. 

I risultati di ciascun esperimento sono stati ripetuti almeno 3 volte usando differenti 

preparazioni di PBMC, e sono stati comparati usando il programma statistico one-

way ANOVA. Quando l’effetto del trattamento era significativo (p<0.05), i valori medi 

erano comparati utilizzando il metodo Tukey’s post-hoc comparisons. 
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Fig 5. Rappresentazione delle diverse classi di danno al DNA: (A) Classe 0; (B) Classe I; (C) classe II, (D) classe 

III, (E) classe IV. 
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6.8  VALUTAZIONE DEI PEROSSIDI INTRACELLULARI MEDIANTE IL 

TEST DELLA DI-CLORO-FLUORESCEINA DI-ACETATO (DCFH-DA)   

 

I perossidi intracellulari sono stati quantificati usando la citometria a flusso 

(FACScan, Becton Dikinson) ed il fluorocromo 2,7-diclorofluorisceina-diacetato, 

(DCFH-DA). L’accumulo dei ROS intracellulari è stato monitorato con DCFH-DA, 

che è in grado di attraversare la membrana cellulare ed è idrolizzata da non specifiche 

esterasi intracellulari ad un composto non fluorescente DCFH. In presenza dei ROS, 

la DCFH è ossidata in un composto altamente fluorescente DCF, che emette alla 

lunghezza d’onda di 532 nm (FL-1). L’intensità di fluorescenza di DCFH-DA è 

proporzionale alla quantità di ROS intracellulari che si sono formati [163]. 

Brevemente, al termine del periodo d’ incubazione con gli epossidi, 1x106 di cellule 

sono state prelevate da ogni campione e caricate con 20µM di DCFH-DA ed incubate 

a 37°C per 30min e al buio. In seguito al trattamento con DCFH-DA è stato anche 

allestito un camipone contenete H2O2 100µM per 15 min come controllo positivo. 

Parallelamente è stato anche allestito un campione privo della DCFH-DA come 

controllo negativo. 

Poi le cellule sono state centrifugate a 1300 rpm per 6 minuti, ed i campioni sono 

stati risospesi in 0.5 ml di PBS ed analizzati al citofluorimetro.  

 

6.9  DOSAGGIO DELLA CONCENTRAZIONE DI PEROSSIDO DI IDROGENO 

(H2O2)  NEI TERRENI DI COLTURA  

La concentrazione dell’H2O2 nei terreni di coltura è stata dosata mediante il metodo 

dell’ossidazione degli ioni ferrosi e dello xylenolo orange [164] come segue: a 20 µl 

del terreno di coltura sono stati aggiunti 200 µl della miscela di reazione contenente 

250 µM ammonio ferro(II) sulfato, 25 mM H2SO4, 100 mM sorbitolo e 125 µM 

xilenolo orange e incubate a temperatura ambiente per 30 minuti. L’assorbanza è 

stata quindi letta a 595 nm allo spettrofotometro e la concentrazione di H2O2 è stata 

ottenuta mediante una curva standard costruita aggiungendo diverse concentrazioni 

di H2O2 all’RPMI subito prima del saggio. 
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6.10  METODICA DEL WESTERN BLOTTING  

 

Le HL60 sono state incubate con il 3,4-DHPEA 100µM, la NAC (10mM) e la CAT 

(100U/ml) per 24h a 37°C. Successivamente sono state contate con la metodica del 

trypan blue, lavate 2 volte con PBS centrifugate a 1500 rpm x 10 min ed il pellet è 

stato risospeso in ghiaccio in un tampone di lisi (50mM Tris, 2% sodio dodecil solfato 

SDS, 0.1% blue di bromofenolo, 10% glicerolo, 50mM ditiotreitolo DTT, 5µl/100µl 

cocktail di inibitori delle proteasi, pH 6.8) (6 x 106 cellule/ 100µl tampone di lisi).  

L’estratto citosolico è stato sonicato due volte per 20 sec, bollito 5 min, e poi i 

campioni proteici sono stati congelati a -20°C prima dell’uso. I campioni (10µl) sono 

stati caricati nel gel all’ 8% di acrilamide/bisacrilamide, e la corsa è avvenuta a 150V 

costanti. In seguito il gel è stato trasferito su una membrana di nitrocellulosa per 

l’elettrotrasferimento (30V, overnight). Dopo il trasferimento, la membrana è stata 

lavata con 25 ml di TBS 1X per 5 minuti a temperatura ambiente, quindi incubata con 

25 ml di Blocking Buffer per 1h a temperatura ambiente per bloccare i siti attivi della 

nitrocellulosa. Quindi la membrana è stata lavata 3 volte per 5 minuti con 15 ml di 

TBS/T ed è stata incubata con l’anticorpo primario anti-Rb opportunamente diluito 

(1:1000) in 10 ml di Primary Antibody Dilution Buffer in lieve agitazione overnight a 

4°C.Trascorsa la notte la membrana è stata lavata 3 volte per 5 minuti con 15 ml di 

TBS/T ed incubata con l’anticorpo secondario (Antibody anti-rabbit HRP-linked 

diluito 1:2000) in 10 ml di Blocking Buffer in lieve agitazione per 1h a temperatura 

ambiente. Sono stati fatti ulteriori 3 lavaggi per 5 minuti con 15 ml di TBS/T ed a 

questo punto si è proceduto con lo sviluppo della lastra. Le proteine legate 

all’anticorpo sono state visualizzate attraverso il substrato LUMIGLO secondo le 

istruzioni del produttore. 
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7. RISULTATI 

7.1  EFFETTI DEGLI EPOSSIDI DEI COV  E DEI COMPOSTI FENOLICI 

SULLA INIZIAZIONE TUMORALE  

 

7.1.1  PREVENZIONE DEL DANNO  AL DNA  INDOTTO DAL PEROSSID O DI  

IDROGENO (H2O2)  DA PARTE DEI COMPOST I FENOLICI  

 

In questa prima fase si è investigato l’effetto di fenoli purificati isolati dall’olio vergine 

di oliva e di estratti polifenolici provenienti sia dall’olio di oliva (OO-PE) che dalle 

acque di vegetazione (WW-PE), nei confronti del danno al DNA indotto dall’H2O2, 

agente ossidante utilizzato per riprodurre “in vitro” lo stress ossidativo. Il danno al 

DNA è stato valutato nelle linea tumorale promielocitica umana (HL60) e nelle 

cellule mononucleate di sangue periferico umano (PBMC), attraverso la tecnica del 

comet assay. 

Sono stati eseguiti degli esperimenti preliminari per determinare sia la 

concentrazione di H2O2 che il tempo di esposizione delle cellule, in grado di 

provocare un apprezzabile effetto genotossico senza dare citotossicità. Si è trovato che 

le condizioni ottimali erano 40 µmol/L di H2O2 e 30 min di incubazione a 37°C. 

L’aggiunta di concentrazioni crescenti di 3,4-DHPEA, di OO-PE e di WW-PE al 

terreno di coltura delle cellule durante il trattamento con H2O2, ha provocato una 

riduzione del danno al DNA dose-dipendente sia nei PBMC (Fig.6) che nelle HL60 

(Fig.7). Da notare che si è osservato un effetto protettivo statisticamente significativo 

anche alle concentrazioni di fenoli più basse utilizzate (1 µmol/L). Inoltre le WW-PE, 

in assenza di H2O2, sono state in grado di indurre un danno al DNA di piccola entità 

ma comunque statisticamente significativo (Fig.7C). 

Sulla base di questi dati si sono voluti confrontare gli effetti anti-genotossici di altri 

composti fenolici strutturalmente correlati al 3,4-DHPEA e presenti sia in OO-PE che 

in WW-PE alla dose di 10 µM. I risultati hanno mostrato che tali composti sono in 

grado di ridurre il danno al DNA causato dal H2O2 (Tabella 2). Indipendentemente 

dal tipo cellulare utilizzato, l’attività protettiva del 3,4-DHPEA-EDA era simile a 

quella ottenuta per il 3,4-DHPEA, mentre l’attività protettiva di 3,4-DHPEA-EA, 
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oleuropeina, p-HPEA, e p-HPEA-EDA era significativamente più bassa se comparata 

a quella del 3,4-DHPEA (Tabella 2). Infine, l’acido caffeico (CA) ed il verbascoside 

hanno mostrato possedere un effetto minore rispetto a quello del 3,4-DHPEA solo 

nelle cellule HL60 (Tabella 2). 
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Fig.6 Effetto preventivo dei polifenoli sul danno al DNA dei PBMC indotto dal perossido di idrogeno 

(H2O2). Le cellule sono state trattate per 30 min con H2O2 40µmol/L o con il veicolo (Controllo) in 

presenza di concentrazioni crescenti di 3,4-DHPEA (A), di OO-PE (B) e di  WW-PE (C). I valori sono 

espressi come la media delle unità arbitrarie di danno (A.U.) ± SD, n =5. I valori delle colonne senza 

una lettera in comune differiscono in modo statisticamente significativo, secondo il test post-hoc di  

Tukey, P<0.05. 
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Fig.7 Effetto preventivo dei polifenoli sul danno al DNA dei HL60 indotto dal perossido di idrogeno 

(H2O2). Le cellule sono state trattate per 30 min con H2O2 40µmol/L o con il veicolo (Controllo) in 

presenza di concentrazioni crescenti di 3,4-DHPEA (A), di OO-PE (B) e di  WW-PE (C). I valori sono 

espressi come la media delle unità arbitrarie di danno (A.U.) ± SD, n =5. I valori delle colonne senza 

una lettera in comune differiscono in modo statisticamente significativo, secondo il test post-hoc di  

Tukey, P<0.05.  
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Tab.3 Effetto preventivo di fenoli purificati (10 µmol/L) sul danno al DNA indotto dal perossido di 

idrogeno( H2O2) (40 µmol/L) nelle cellule HL60 e nei PBMC.  

 

 

RIDUZIONE DEL DANNO AL DNA (%) 
1
 

COMPOSTI 10µM PBMC HL60 

OO-PE 97±11
a
 95±9

a
 

WW-PE 95±15
a,b

 98±7
a
 

3,4-DHPEA 90±12
a
 93±4

a
 

3,4-DHPEA-EDA 83±11
a
 93±5

a
 

3,4-DHPEA-EA 67±15
a,b

 62±7
b
 

OLEUROPEINA 25±2
c,d

 60±4
b
 

p-HPEA 23±16
d
 67±15

b
 

p-HPEA-EDA 30±9
c,d

 65±14
b
 

ACIDO CAFFEICO 50±16 
b,c

 75±8
b
 

VERBASCOSIDE 48±14
b,c,d

 78±12
a,b

 

 

1 I valori sono la media di ± SD, n =5. Le medie in colonna senza una lettera in comune differiscono 

in modo statisticamente significativo secondo il test post-hoc di  Tukey, P<0.05.  

 

 

 

L’abilità dei fenoli di prevenire il danno al DNA è stata anche investigata in un 

sistema nel quale lo stress ossidativo è stato indotto dai monociti attivati con la PMA. 

I linfociti isolati di fresco sono stati coincubati con monociti (adesi sul fondo di una 

piastra con 96 pozzetti) stimolati o meno con 2 µmol/L di PMA, sostanza in grado di 

attivare la proteina chinasi C, coinvolta nel processo di attivazione di alcuni enzimi in 

grado di produrre un ampio spettro di specie reattive dell’ossigeno. Dopo 1 h di 

incubazione a 37°C con monociti attivati da PMA ed in presenza dei differenti 

composti fenolici, i linfociti sono stati rimossi e saggiati per il danno al DNA (Fig.8). 

Sorprendentemente, in questo sistema sperimentale, il p-HPEA era più efficace che il 

3,4-DHPEA nel prevenire il danno al DNA. Il 3,4-DHPEA ha provocato una riduzione 

del danno al DNA pari al 45% mentre l’effetto del p-HPEA è risultato pari al 69% 

(Fig.8). 
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Questi risultati suggeriscono una chiara attività antiossidante dei diversi composti 

polifenolici diretta contro i radicali liberi dell’ossigeno, che si esplica a concentrazioni 

molto basse e che possono essere verosimilmente raggiunte “in vivo”. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.8 Effetto dell’idrossitirosolo( 3,4-DHPEA),del tirosolo ( p-HPEA) ed oleuropeina (10 µmol/L) sul 

danno al DNA di linfociti coincubati con i monociti sia non trattati che stimolati con la PMA (2 

mmol/L) per 1 h. I valori sono espressi come la media delle unità arbitrarie di danno (A.U.) ± SD, 

n=5. I valori delle colonne senza una lettera in comune differiscono in modo statisticamente 

significativo, secondo il test post-hoc di  Tukey, P<0.05. 

 

 
7.1.2  INDUZIONE DEL DANNO A L DNA  DA PARTE DEGLI EPOSSIDI DEI 

COV 

 

In questa fase dello studio si è inoltre testata l’abilità di alcuni inquinanti ambientali, 

quali i composti organici volatili (COV), di provocare un danno al DNA cellulare. 

In particolare, è stato valutato il potenziale genotossico degli epossidi originati 

dall’1,3-butadiene (3,4-epossi-1-butano: EB; 1,2:3,4-diepossibutano: DEB); 

dall’isoprene (3,4-epossi-2-metil-1-butene: IO); dallo stirene (styrene-7,8-oxide: SO); 

dal propilene (propylene oxide: PO) e dall’1-butene (1,2-epossi-butene: BO) nei 

PBMC e nelle HL60 attraverso il comet assay. Gli effetti genotossici dose-dipendenti 

dei differenti epossidi nei confronti dei PBMC isolati di fresco e delle HL60 sono 
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mostrati rispettivamente nelle figure 9 e 10. L’intervallo di concentrazioni utilizzate 

per valutare l’effetto genotossico è stato scelto in base agli effetti citotossici dei diversi 

composti e in modo tale che il trattamento non riduceva significativamente la vitalità 

cellulare al di sotto dell’85%. Il danno al DNA è stato quantificato dopo 2h di 

incubazione delle cellule sia in assenza (Fig 9A e 10A) che in presenza (Fig 9B e 10B) 

di FCS nel terreno di coltura. Inoltre, in presenza di FCS è stato possibile estendere il 

tempo di esposizione fino a 24h (Fig. 9C e 10C) senza causare una riduzione della 

vitalità cellulare. I risultati indicano che tutti gli epossidi analizzati hanno provocato 

un danno al DNA dose-dipendente sia nei PBMC che nelle HL60 (Fig. 9-10). 
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Fig.9. Danno al DNA dei PBMC indotto dai differenti epossidi dei Composti Organici Volatili (COV). 

Le cellule sono state incubate con concentrazioni crescenti dei composti in terreno privo di FCS a 2h 

(A), in terreno contenente FCS per 2h (B) e (C) per 24h. La genotossicità è stata quantificata 

attraverso il Comet Assay. I risultati sono la media ± S.D. dei valori delle unità arbitrarie (A.U.) di 4 

esperimenti ottenuti  da differenti preparazioni cellulari. 
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Fig.10 Danno al DNA dei PBMC indotto dai differenti epossidi di COV. Le cellule sono state incubate 

con concentrazioni crescenti dei composti in terreno privo di FCS a 2h (A), in terreno contenente FCS 

per 2h (B) e (C) per 24h. La genotossicità è stata quantificata attraverso il Comet Assay. I risultati 

sono la media ± S.D. dei valori delle unità arbitrarie (A.U.) di 4 esperimenti ottenuti  da differenti 

preparazioni cellulari. 
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In generale, le cellule HL60 sono risultate più resistenti dei PBMC al danno al DNA 

indotto dai differenti epossidi e questa caratteristica è chiaramente evidente dopo 

trattamento con PO, che induceva un significativo danno al DNA nelle HL60 solo 

dopo 24h di incubazione, mentre nei PBMC si è osservato un effetto genotossico già 

dopo 2h di trattamento (Fig. 9). 

Al fine di comparare più accuratamente il potenziale genotossico dei diversi epossidi, 

nella Tab. 4 sono mostrati i risultati del danno al DNA esercitato dai composti testati 

alla stessa concentrazione di 100μM. Da questi dati è possibile trarre le seguenti 

conclusioni: i) SO è risultato essere il più genotossico tra gli agenti testati mentre BO 

ha esercitato l’effetto minore; ii) la presenza di FCS ha un debole effetto protettivo nei 

confronti dei PBMC in seguito all’azione genotossica indotta da IO e BO, mentre 

nessun effetto è stato evidenziato per gli altri composti sia nei PBMC che nelle HL60; 

iii) con l’eccezione di IO, il prolungamento del tempo di esposizione da 2 a 24h ha 

provocato un incremento del danno al DNA; in particolare PO è risultato positivo al 

test solo dopo 24h; iv) dopo 2h di incubazione i due epossidi dell’1,3-butadiene (EB e 

DEB) hanno indotto un simile effetto genotossico, mentre dopo 24h, EB è risultato 

più genotossico del DEB sia nei PBMC che nelle HL60; v) la presenza del gruppo CH3 

come sostituto in R2 (TAB.1; IO versus EB) ha fortemente ridotto la genotossicità 

dell’epossido dopo 24h di trattamento sia nei PBMC che nelle HL60.  

In conclusione, i risultati ottenuti hanno permesso di costruire la seguente scala di 

genotossicità per i differenti epossidi: SO>EB>DEB>IO>PO>BO. Questa sequenza è 

in parziale accordo con la classificazione di cancerogenicità dei diversi composti 

riportata dalla Agenzia Internazionale per la Ricerca sul Cancro (IARC). 
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Tab. 4: Danno al DNA espresso in unità arbitrarie (U.A.) indotto dagli epossidi alla concentrazione 

di 100µM 

 

Epossidi  PBMC HL60 

100µM 
2h 24h 2h 24h 

 -FCS  +FCS   +FCS  -FCS  +FCS   +FCS 

Controllo 11 ± 7
D,a

  5±6
C,a

  7±6
F,a

  5 ± 4
C,a

 3±3
C,a

  6±4 
E,a 

 

EB 60 ± 12
B,C,D,b 

 81±30
B,b

  245±24
B,a

  74 ± 20
B,b

 93±14
B,b

  251±23 
B,a

  

DEB 99 ± 12
B,b

  99±24
B,b

  168±3
C,a

  60 ± 11
B,c

  85±20
B,b,c

  139±7 
C,a

 

IO 80 ± 18
B,C,a

 51±12
B,C,b

  63±20
D,E,a,b

  16 ± 3
C,c

 19±4
C,c

  10±6
E,c

  

SO 290 ± 48
A,a,b

 257±60
A,b

  377±16
A,a

  288 ± 4
A,a,b

 307±28
A,a,b

  334±68
A,a,b 

 

PO 12 ± 5
D,c

 10±6
C,c

  104±16
D,a

  8 ± 2
C,c

 9±3
C,c

  65±6 
D,b 

 

BO 33 ± 14
C,D,b

 9±4
C,c

  75±11
E,a

  3 ± 1
C,c

 13±2
C,c

  7±1
E,c 

 

 

I valori sono la media dei valori delle U.A. ± SD di 4 esperimenti ottenuti da trattamenti cellulari 

differenti. Le medie senza una lettera in comune differiscono in modo statisticamente significativo, 

secondo il test post-hoc di  Tukey, P<0.05. Le lettere maiuscole si riferiscono alle comparazioni fatte 

entro le colonne verticali, mentre le lettere minuscole si riferiscono alla comparazione fatta tra le 

righe orizzontali.  

 
 
 
 
7.1.3  PREVENZIONE DEL DANNO  AL DNA  INDOTTO DAGLI EPOSSI DI DEI 

COV  DA PARTE DEI COMPOST I FENOLICI  

 

Successivamente si è esaminato se i fenoli dell’olio d’oliva e delle acque di vegetazione 

fossero in grado di prevenire il danno al DNA indotto dagli epossidi dei COV. Si è 

ipotizzato che un possibile meccanismo attraverso il quale questi composti 

inducevano un danno genotossico nei PBMC fosse la produzione di alcune specie 

reattive dell’ossigeno in grado di provocare uno stress ossidativo nella cellula. Per cui 

è stato utilizzato un noto antiossidante l’N-acetilcisteina (NAC), come controllo 

positivo, la quale agisce come sorgente di gruppi sulfidrilici e come precursore del 
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maggior antiossidante intracellulare il glutatione ridotto (GSH). A questo scopo le 

cellule sono state pre-incubate con la NAC (10mM) e OO-PE (1μg/ml) per 30 min, e 

successivamente sono stati aggiunti gli epossidi risultati più genotossici nello studio 

precedente. In particolare, si è studiato l’effetto di SO, EB e DEB dopo esposizione dei 

PBMC per 2 e 24 ore. In accordo con i dati precedenti, i risultati ottenuti hanno 

mostrato un notevole danno al DNA indotto dal trattamento con SO (Fig. 11 A e B), 

mentre si è osservato un minor danno per i due epossidi del butadiene, EB (Fig. 11 C e 

D) e DEB (Fig. 11E e F) i quali hanno evidenziato un effetto genotossico comparabile 

tra loro. 
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Fig.11 Effetto della N-cetil-Cisteina (NAC) sul danno al DNA causato da dosi crescenti dei differenti 

epossidi. I PBMC sono stati incubati con la NAC (10mM) per 30 min, poi sono stati esposti a 

concentrazioni crescenti degli epossidi per 2h (A-C-E) e per 24h (B-D-F). Il danno al DNA è stato 

valutato con il Comet Assay. I risultati sono la media ± SD dei valori delle unità arbitrarie (AU) di 4 

esperimenti effettuati in differenti preparazioni cellulari. Le medie senza una lettera in comune 

differiscono in modo statisticamente significativo, secondo il test post-hoc di  Tukey, P<0.05.  

 

 

Per quanto riguarda invece la protezione esercitata dalla NAC e dall’OO-PE, è 

necessario fare delle distinzioni in base ai tempi d’incubazione ed agli epossidi 

saggiati. Dopo 2h di incubazione la NAC non era in grado di proteggere in modo 

significativo il danno al DNA indotto dai diversi epossidi testati in tutto l’intervallo di 

concentrazione utilizzato (Fig. 11 A-C-E). Dall’altro lato, l’OO-PE aveva provocato una 

riduzione del danno al DNA con percentuali di protezione diverse a seconda 

dell’epossido esaminato (Fig.12). Infatti, le cellule trattate con SO avevano subito una 

riduzione dose-dipendente della genotossicità statisticamente significativa a tutte le 

concentrazioni testate (Fig.12A), mentre nel caso del danno indotto dagli epossidi del 

butadiene, si è osservata una protezione statisticamente significativa per EB solo alla 

concentrazione di 50μM (Fig.12C) e per DEB solo alle dosi più basse testate (12,5-25-

50μM) (Fig.12E).  Esaminando i risultati ottenuti al termine delle 24h di trattamento, 

si evince che il comportamento della NAC cambia completamente. Infatti, mentre il 

danno genotossico provocato dai tre epossidi e l’effetto protettivo esercitato da OO-

PE era paragonabile a quello ottenuto dopo 2h d’incubazione (Fig. 12 B-D-F), la NAC 

aveva manifestato un effetto protettivo dose-dipendente e statisticamente 

significativo a tutte le concentrazioni testate per SO (Fig. 11B), mentre per quanto 
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riguarda gli altri due composti, la protezione era significativa solo alle concentrazioni 

più basse di EB e DEB (Fig. 11D-F). 

 

 

Fig.12 Effetto dell'estratto dell’olio di oliva (OO-PE) sul danno al DNA causato da dosi crescenti di 

differenti epossidi. I PBMC sono stati incubati con OO-PE (1µg/mL) per 30 min, poi sono stati esposti 

a concentrazioni crescenti degli epossidi per 2h (A-C-E) e per 24h (B-D-F). Il danno al DNA è stato 

valutato con il Comet Assay. I risultati sono la media ± SD dei valori delle unità arbitrarie (A.U.) di 4 

esperimenti effettuati in differenti preparazioni cellulari. Le medie senza una lettera in comune 

differiscono in modo statisticamente significativo, secondo il test post-hoc di  Tukey, P<0.05.  
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Successivamente è stato anche investigato l’effetto protettivo di WW-PE (1μg/ml) sul 

danno al DNA indotto dagli epossidi sopra riportati. I PBMC sono stati incubati per 

30 min con WW-PE e poi trattati con gli agenti genotossici alla concentrazione di 

25μM per 2h (Fig.13). La protezione esercitata da WW-PE compresa in un intervallo 

di effetto che andava dal 37 al 60% (riduzione del danno al DNA) era simile a quella 

osservata per OO-PE (intervallo di riduzione del danno 40-55%) (Tab. 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.13 Effetto dell’estratto fenolico derivato dalle acque di vegetazione (WW-PE) sul danno al DNA 

causato dagli epossidi alla concentrazione di 25µM. I PBMC sono stati incubati con il WW-PE 

(1µg/ml) per 30 min, poi sono stati esposti agli epossidi per 2h. Il danno al DNA è stato valutato con 

il Comet assay. I risultati sono la media ± SD dei valori delle unità arbitrarie (AU) di 4 esperimenti 

ottenuti da differenti preparazioni cellulari. Le medie senza una lettera in comune differiscono in 

modo statisticamente significativo, secondo il test post-hoc di  Tukey, P<0.05.  
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causato dagli epossidi era mediato dalla formazione di perossido di idrogeno, 
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state incubate quindi per 30 min con la CAT e successivamente con gli epossidi alla 
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al DNA. Anche in questo caso, si è ottenuta una riduzione del danno che però è 

statisticamente significativa solo per EB e DEB (Fig.14 e Tab. 4). Questi risultati 
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indicano che parte del danno al DNA potrebbe essere dovuto all’accumulo di H2O2 nel 

mezzo di coltura, in quanto questo enzima non attraversa la membrana cellulare ma 

resta nello spazio extracellulare. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.14 Effetto della Catalsi (CAT) sul danno al DNA indotto dagli epossidi. I PBMC sono stati incubati 

con CAT (100U/ml) per 30 min, poi sono stati aggiunti gli epossidi alla concentrazione di 25µM per 

2h. Il danno al DNA è stato valutato con il Comet assay. I risultati sono la media ± SD dei valori delle 

unità arbitrarie (A.U.) di 4 esperimenti condotti in differenti preparazioni cellulari. Le medie senza 

una lettera in comune differiscono in modo statisticamente significativo, secondo il test post-hoc di  

Tukey, P<0.05.  

 

 

Tabella 5. Effetto degli estratti fenolici (OO-PE e WW-PE) e della catalasi (CAT) sul danno al DNA 

indotto dai diversi epossidi dopo 2h di trattamento.  

 

* Le percentuali sono state calcolate fissando un danno pari al 100% causato dal trattamento con il 

solo epossido. I valori sono le medie ± SD di 4 esperimenti. Le medie senza una lettera in comune 

differiscono in modo statisticamente significativo, secondo il test post-hoc di  Tukey, P<0.05.  
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Come ulteriore conferma che il danno al DNA indotto dagli epossidi dei COV era 

mediato dalla generazione di uno stress ossidativo, è stato utilizzato il “saggio delle 

comete modificato” in cui il DNA nel gel viene digerito da due enzimi [(pirimidine-

FpG e Endonucleasi III)] che rimuovono le basi ossidate. La rimozione di queste basi 

causa un incremento delle rotture al filamento di DNA ed una maggiore migrazione 

del DNA stesso. Come atteso, il trattamento con i due enzimi provocava un aumento 

del danno al DNA indotto dagli epossidi, suggerendo la presenza di basi pirimidiniche 

e puriniche ossidate. Come ci si aspettava l’addizione di OO-PE ha ridotto 

efficientemente il danno ossidativo al DNA sia dopo 2h che 24h di incubazione (Fig 

15). 
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Fig.15 Danno ossidativo al DNA dei PBMC indotto dagli epossidi ed effetto preventivo dell'estratto 

dell’olio di oliva (OO-PE). I PBMC sono stati incubati con OO-PE (1µg/mL) per 30 min , poi sono stati 

esposti  agli epossidi alla concentrazione di 25 µM per 2h (A-C-E) e per 24h (B-D-F). Il danno al DNA 

è stato valutato con il Comet Assay modificato. I risultati sono la media ± SD dei valori delle unità 

arbitrarie (AU) di 4 esperimenti effettuati in differenti preparazioni cellulari. Le medie senza una 

lettera in comune differiscono in modo statisticamente significativo, secondo il test post-hoc di  

Tukey, P<0.05.  
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Infine, è stata valutata la produzione di perossidi intracellulari in cellule trattate con 

gli epossidi dei COV. I perossidi intracellulari sono stati quantificati usando il 

fluorocromo diclorofluorisceina-diacetato (DCFH-DA) e la citometria a flusso. I 

risultati ottenuti hanno dimostrato che il trattamento con SO ha causato un 

incremento della fluorescenza in un alto numero di cellule rispetto agli altri epossidi 

esaminati e la presenza degli estratti fenolici ha inibito completamente tale effetto 

(Fig. 16). Tutti questi risultati suggeriscono che parte del danno al DNA indotto dagli 

epossidi dei COV sia dovuto ad un meccanismo ossidativo che potrebbe essere 

prevenuto dalle proprietà antiossidanti dei fenoli dell’olio d’oliva. In particolare, nel 

caso del SO si può ipotizzare che ci sia un coinvolgimento di H2O2 prodotto a livello 

citoplasmatico come dimostrato della maggior formazione di perossidi intracellulari, 

mentre nel caso del EB e del DEB il danno cellulare potrebbe essere causato da H2O2 

prodotta nello spazio extracellulare, come dimostrato dalla CAT. 
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Nella seconda parte del lavoro di tesi invece si è approfondito lo studio dei 

meccanismi indotti dai polifenoli dell’olio ed in particolare dal 3,4-DHPEA, sulle due 

fasi successive del processo di cancerogenesi, la promozione e la progressione 

tumorale. 

 

 

 

SO 

H2O2 

B 

Fig. 16 (A) Produzione di perossidi intracellulari da parte degli epossidi ed effetto protettivo di OO-PE e WW-PE.  I 

PBMC sono stati incubati con OO-PE e WW-PE per 30 min, poi sono stati aggiunti gli epossidi alla concentrazione 

di 100µM per 2h. I perossidi intracellulari sono stati quantificati usando il probe diclorofluoresceina diacetato ed 

il citofluorimetro a flusso. I risultati sono la media ± SD della percentuale di cellule fluorescenti ottenuti da 4 

esperimenti  effettuati in differenti preparazioni cellulari. Le medie senza una lettera in comune differiscono in 

modo statisticamente significativo, secondo il test post-hoc di  Tukey, P<0.05. (B)Distribuzione della fluorescenza 

di cellule non trattate (controllo, linea blu), trattate con SO 100µM (linea celeste), SO+WW-PE (linea verde), 

SO+OO-PE (linea rosa) e H2O2 (linea rossa) per 2h mediante l'analisi al citofluorimetro. La figura mostra il 

risultato di 1 esperimento, che è rappresentativo di 3 con risultati simili. 
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7.2  VALUTAZIONE DELL ’EFFETTOANTI-PROMOZIONE/PROGRESSIONE 

TUMORALE DELL ’IDROSSITIROSOLO  

 

7.2.1  INIBIZIONE DA PARTE D ELLA NAC  DELL ’EFFETTO ANTI-

PROLIFERATIVO E PRO-APOPTOTICO DELL ’ IDROSSITIROSOLO (3,4-

DHPEA) 

 

In precedenti lavori effettuati nel laboratorio in cui è stata svolta questa tesi, è stato 

dimostrato in maniera esauriente, l’effetto anti-proliferativo, pro-apototico ed 

inibitorio sul ciclo cellulare indotto dal 3,4-DHPEA (100 µM) in diversi tipi cellulari, 

quali le cellule derivate dal tumore al colon (HT-29) e dalla leucemia promielocitica 

umana (HL-60) [82,83]. 

In questo studio di dottorato quindi, si è cercato di individuare i meccanismi coinvolti 

negli effetti sopra riportati. L’effetto della NAC sull’attività anti-proliferativa del 3,4-

DHPEA (100 µM) è stato valutato al fine di investigare il possibile coinvolgimento dei 

ROS. In particolare, le cellule HL60 sono state preincubate per 1 h con la NAC e poi è 

stato aggiunto il 3,4-DHPEA e la proliferazione cellulare è stata seguita per 96h. Lo 

studio della vitalità cellulare, misurata ogni 24 ore, ha mostrato che la NAC era in 

grado di restaurare la proliferazione cellulare ad un valore pari a circa il 50% del 

valore del controllo (Fig. 17A). Inoltre, l’aggiunta della NAC nel terreno di coltura ha 

inibito effettivamente l’apoptosi indotta dal 3,4-DHPEA nelle cellule HL60 dopo 24h 

di trattamento, come evidenziato dall’analisi dell’apoptosi mediante il microscopio a 

fluorescenza (Fig. 17B). Tale attività inibitoria è stata anche confermata dalla 

quantificazione dell’apoptosi sia attraverso l’analisi della frammentazione del DNA 

dimostrata dalla comparsa del picco in Sub-G1 (Fig. 18C), che dall’esternalizzazione 

della fofatidil-serina come evidenziato dal metodo della doppia colorazione con FITC-

coniugata all’annessina-V e PI (Fig. 18D). Questi risultati hanno permesso di 

formulare una prima ipotesi riguardo il possibile coinvolgimento dello stress 

ossidativo nei meccanismi alla base degli effetti anti-proliferativi e pro-apoptotici 

causati dal trattamento delle cellule tumorali con elevate dosi di 3,4-DHPEA. 
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Fig.17 Effetto della NAC sugli effetti anti-proliferativi e pro-apoptotici del 3,4-DHPEA  nelle cellule 

HL60. (A) Le cellule sono state seminate a 0,2x106/ml in terreno completo in assenza (controllo) ed 

in presenza di 3,4-DHPEA (100µM), NAC (10mM) e 3,4-DHPEA più NAC; la vitalità è stata 

monitorata nel tempo con il tripan blu. (B) Le cellule sono state incubate per 24h in terreno completo 

in assenza (controllo) ed in presenza di 3,4-DHPEA (100µM), NAC (10mM) e 3,4-DHPEA più NAC e 

la percentuale di cellule apoptotiche è stata determinata mediante il microscopio a fluorescenza. I 

dati rappresentano la media ± SD di 3 differenti esperimenti. Punti e barre con lettere diverse 

differiscono in modo statisticamente significativo, secondo il test post-hoc di  Tukey P<0.05. 
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Fig.18 Effetto della N-Acetil-cisteina (NAC) sull'apoptosi indotta dal 3,4-DHPEA nelle cellule HL60. 

Le cellule (0.25x106/mL) sono state incubate in RPMI completo per 24h in assenza (controllo) ed in 

presenza del 3,4-DHPEA (100 µM) e 3,4-DHPEA più NAC (10 mM) e la percentuale di cellule 

apoptotiche è stata determinata mediante citofluorimetro a flusso sia dopo colorazione con PI (A) 

che annessina V-FITC (B). Nella figura sono mostrati i dati ottenuti da un singolo esperimento 

rappresentativo di 3 che hanno prodotto simili risultati. 
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7.2.2  EFFETTO DI NOTI ANTIOSSIDANTI NATURALI  SULL ’APOPTOSI INDOTTA  

DAL 3,4-DHPEA 

 

Per confermare l’ipotesi secondo la quale il 3,4-DHPEA è in grado di indurre la 

formazione di radicali liberi responsabili del processo apoptotico, sono stati utilizzati 

anche degli antiossidanti che regolarmente vengono assunti con la dieta e presenti in 

alimenti di origine naturale, quali il β-carotene, l’α-tocoferolo e l’ascorbato. 

L’ascorbato, testato alla stessa concentrazione del 3,4-DHPEA (100 µM), è stato in 

grado di ridurre efficientemente l’apoptosi indotta dal 3,4-DHPEA (Tabella 5). L’α-

tocoferolo invece, alla concentrazione di 100µM, non ha cambiato significativamente 

né il numero di cellule apoptotiche né quelle necrotiche, mentre alla concentrazione 

di 10 µM ha provocato un effetto protettivo simile a quello osservato per l’ascorbato a 

100 µM (Tabella 6). Un comportamento completamente differente è stato ottenuto 

con il β-carotene, che si è dimostrato altamente tossico alla concentrazione di 100 µM 

sia in presenza che in assenza del 3,4-DHPEA (Tabella 6). Utilizzando una 

concentrazione inferiore e pari a 10 µM, il β-carotene è risultato debolmente pro-

apoptotico quando presente singolarmente nella sospensione cellulare, mentre in 

combinazione con il 3,4-DHPEA ha provocato un piccolo effetto inibitorio 

sull’apoptosi indotta da quest’ultimo, sebbene questo effetto non era statisticamente 

significativo. 

In conclusione questi risultati rafforzano ulteriormente l’ipotesi che l’apoptosi indotta 

dal 3,4-DHPEA sia mediata da un’iperproduzione di ROS. 
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Tab.6 Effetto di diversi antiossidanti sulla percentuale di cellule HL-60 necrotiche e apoptotiche dopo 

trattamento senza (controllo) e con 3,4-DHPEA alla concentrazione di 100µM per 24h. 

 

Controllo 
Ascorbato α-Tocoferolo β-Carotene 

100 µM 100 µM 10 µM 100 µM 10 µM 

Controllo 

Necrosi 0.5±0.2
B,b

 1.4±0.4
 B,b

 1.5±1.3
 B,b

 N.D.
1
 

77.0±6.0
 

A,a
 

0.7±1.0
 C,b

 

Apoptosi 2.5±1.0
B,c

 2.7±0.9
 B,c

 5.5±0.6
 B,c

 4.3±1.8
 B,c

 
20.7±5.0

 

B,a
 

15.0±2.8
 B,b

 

3,4-

DHPEA 

Necrosi 0.5±0.5
B,b

 1.0±0.5
 B,b

 1.0±0.8
 B,b

 N.D. 
91.0±2.0

 

A,a
 

2.5±0.7
 C,b

 

Apoptosi 43.2±5.0
A,b

 17.2±6.0
 A,c

 54.5±6.0
 A,a

 18.2±6.5
 A,c

 8.0±1.4
 B,c

 35.0±7.0
 A,b

 

 

 

n.d., non determinato. I valori sono le medie ± SD di 5 esperimenti. Le medie senza una lettera in 

comune differiscono in modo statisticamente significativo, secondo il test post-hoc di  Tukey P<0.05. 

Le lettere maiuscole si riferiscono alla comparazione avvenuta tra le colonne, mentre le lettere 

minuscole si riferiscono alla comparazione effettuata tra le righe. 

 

 

7.2.3  COINVOLGIMENTO DI H2O2  NELL ’APOPTOSI  INDOTTA DAL 3,4-

DHPEA   

 

Quindi si è cercato di capire quali fossero le specie reattive dell’ossigeno coinvolte nel 

processo apoptotico indotto dal 3,4-DHPEA. Si è ipotizzata la presenza sia di H2O2 e 

del radicale idrossile (OH.), derivato dal H2O2 stessa attraverso la reazione di Fenton 

Fe(II)-dipendente. Per valutare se queste specie reattive erano realmente coinvolte 

nell’effetto apoptotico indotto dal 3,4-DHPEA, le cellule HL60 sono state esposte al 

3,4-DHPEA in presenza di CAT (100 U/mL) e di un composto in grado di chelare il 

Fe(II), la PNT (50 µM). I risultati mostrati in Fig. 19A indicano che l’apoptosi è stata 

effettivamente prevenuta dalla CAT, mentre la PNT non ha prodotto alcun effetto. E’ 

da sottolineare comunque che la stessa PNT era in grado di indurre l’apoptosi nelle 

cellule HL60 indipendentemente dalla presenza del 3,4-DHPEA. Per ovviare a questo 

problema sono state utilizzate dosi più basse di PNT (10-2.5 µM) le quali hanno 

mostrato un minor effetto pro-apoptotico che è risultato trascurabile alla dose più 
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bassa (2,5 µM). Ad ogni modo anche alle dosi più basse la PNT non è stata in grado di 

inibire l’apoptosi indotta dal 3,4-DHPEA (Fig. 19C). 

Da questi risultati si evince quindi, che il composto primariamente responsabile 

dell’induzione dell’apoptosi da parte del 3,4-DHPEA, è il H2O2.  

Inoltre, dato che la CAT non è permeabile alla membrana cellulare, questi risultati 

suggeriscono che la produzione del perossido d’idrogeno potrebbe avvenire nello 

spazio extracellulare. 

Per testare questa ipotesi è stata misurata la concentrazione di H2O2 nel terreno di 

coltura delle cellule HL60 dopo 24h di incubazione con 3,4-DHPEA. Come 

dimostrato in Fig. 19B, il 3,4-DHPEA ha provocato un evidente accumulo di H2O2 nel 

terreno di coltura che è stato totalmente rimosso dalla CAT. In contrasto, la PNT non 

ha modificato significativamente l’accumulo di H2O2 nel terreno di coltura delle 

HL60 sia quando testata a 50 µM (Fig. 19B) che alle concentrazioni più basse (Fig. 

19D). Questi risultati confermano l’ipotesi iniziale e cioè che l’effetto pro-apoptotico 

del 3,4-DHPEA sia mediato dal rilascio di H2O2 nel terreno di coltura delle cellule. 
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Fig. 19 Effetti della Catalasi (CAT) e della Fenantrolina (PNT) sull'apoptosi indotta dal 3,4-DHPEA 

(A e C) e sulla produzione del H2O2 (B e D). Le cellule (0.25x106/mL) sono state trattate con e senza 

3,4-DHPEA (100 µM) in terreno RPMI per 24h in assenza ed in presenza di CAT (100 U/mL, A e B) e 

PNT (50 µM, A e B; 2.5–10 µM C e D). La percentuale di cellule apoptotiche è stata valutata mediante 

il microscopio a fluorescenza (A e C) mentre la concentrazione di H2O2 nel terreno di coltura è stata 

determinata con il metodo dell'ossidazione degli ioni ferrosi e dello xilenolo orange (B e D). I dati 

rappresentano la media ± SD di tre esperimenti differenti ***p<0.001 comparato agli effetti del 3,4-

DHPEA in assenza di CAT. 

 

 

Per essere certi che il rilascio di H2O2 da parte del 3,4-DHPEA non fosse condizionato 

da eventuali attività enzimatiche presenti nel siero e/o nelle cellule, l’accumulo 

dell’H2O2 è stato misurato sia nel terreno di coltura tal quale che nel terreno 

arricchito di siero in presenza e in assenza di cellule. Gli esperimenti sono stati 

condotti aggiungendo il 3,4-DHPEA (100 µM) al terreno di coltura e incubandolo per 

1h, 6h e 24h prima della rilevazione dell’ H2O2. I risultati riportati in Fig. 20A hanno 

dimostrato che il massimo accumulo di H2O2 si è osservato nel terreno privo di cellule 
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e di siero, mentre la presenza sia del siero che delle cellule, ha  ridotto la 

concentrazione di H2O2; in particolare, le HL60 hanno ridotto drasticamente 

l’accumulo di H2O2 nel terreno di coltura dopo 24h di incubazione. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.20 Accumulo del H2O2  nel terreno di coltura in diverse condizioni sperimentali (A).  Il 3,4-

DHPEA (100 µM) è stato aggiunto al terreno RPMI sia privato di FCS (-FCS) che contenente solo FCS 

(+FCS) e FCS + cellule HL60 alla densità di 0.2x106/mL (cellule HL60). Dopo 1h, 6h e 24h di 

incubazione la concentrazione di H2O2 nel mezzo di coltura è stata determinata con il metodo 

dell'ossidazione degli ioni ferrosi e dello xilenolo orange. I dati rappresentano la media ± SD di tre 

esperimenti indipendenti. Le barre con una lettera diversa differiscono in modo statisticamente 

significativo secondo il test  post-hoc di  Tukey, P<0.05. Eliminazione del H2O2 da parte delle cellule 

HL60 (B). Il H2O2 esogeno è stato aggiunto al terreno alla concentrazione di 50µM in presenza di 

differenti densità cellulari (0,0x106-0,8x106/mL) ed incubato a 37°C. A diversi tempi è stata misurata 

la concentrazione di H2O2 nel terreno di coltura attraverso il metodo dell'ossidazione degli ioni 

ferrosi e dello xilenolo orange. I dati rappresentano la media ± SD di 3 esperimenti differenti. 
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Fig.21 Effetto della densità cellulare sull'apoptosi indotta dal 3,4-DHPEA e sulla produzione di H2O2. 

(A) Le cellule HL60 seminate a diverse densità (0,1x106-0,8x106/mL), sono state esposte al 3,4-

DHPEA (100µM) in terreno RPMI completo per 24h e la percentuale di cellule apoptotiche è stata 

valutata dal microscopio a fluorescenza; la concentrazione di H2O2 nel terreno è stato determinato 

con il metodo dell'ossidazione degli ioni ferrosi e dello xilenolo orange. I dati rappresentano la media 

± SD di tre esperimenti differenti ***p<0.001. (B) Correlazione tra la concentrazione di H2O2 

accumulata nel terreno di coltura e la percentuale di apoptosi. I dati rappresentano la media ± SD di 

3 esperimenti indipendenti. 
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Per approfondire ulteriormente il risultato ottenuto in precedenza e cioè che le cellule 

erano in grado di eliminare efficacemente il H2O2 dal terreno di coltura, questo 

composto è stato aggiunto alla dose di 50 µM a sospensioni cellulari aventi una 

diversa densità ed a tempi successivi è stata valutata la dose rimanente. Come atteso, 

il H2O2 veniva rimosso attivamente dal terreno (Fig. 20B) con una la cinetica di 

eliminazione altamente dipendente dalla densità cellulare; a 0.1x106 cellule/mL la 

vita media dell’ H2O2 era di circa di 15 min e questo valore è stato ridotto a circa 3 

min, quando la densità cellulare è stata aumentata a 0.8x106 cellule/mL. 

Se l’accumulo di H2O2 nel terreno di coltura è l’evento primario responsabile 

dell’induzione dell’apoptosi, ci si aspetterebbe che l’effetto pro-apoptotico indotto dal 

3,4-DHPEA sia correlato al diverso numero di cellule piastrato. Per testare questa 

ipotesi, sono state seminate differenti sospensioni cellulari aventi una diversa densità 

le quali sono state poi trattate con il 3,4-DHPEA (100µM) per 24h. Al termine 

dell’incubazione è stata dosata sia la concentrazione di H2O2 accumulata nel terreno 

di coltura che l’apoptosi delle cellule HL60. I risultati hanno indicato chiaramente 

che esiste una relazione inversamente proporzionale tra la percentuale di cellule 

apoptotiche e il numero di cellule seminate (Fig. 21A). Al contrario, la percentuale di 

cellule apoptotiche e la concentrazione di H2O2 nel terreno di coltura sono 

direttamente e significativamente correlate (Fig. 21B). Infine è stato investigato se, 

anche l’effetto anti-proliferativo indotto dal 3,4-DHPEA, era mediato dal rilascio di 

H2O2 anche in linee cellulari provenienti da tumori solidi, quali quello della 

mammella (MDA e MCF-7), della prostata (LNCap e PC3) e del colon (SW480 e 

HCT116). Le cellule sono state seminate in una piastra da 96 pozzetti 

(5000/pozzetto) ed incubate per 24h a 37°C. Dopodiché il terreno è stato sostituito 

con terreno fresco contenete il 3,4-DHPEA e la CAT, quindi la proliferazione è stata 

valutata dopo 72h con il saggio dell’MTT. Anche in queste cellule il 3,4-DHPEA ha 

indotto un evidente effetto anti-proliferativo dose-dipendente mentre l’aggiunta della 

CAT ha drasticamente prevenuto questo effetto (Fig. 22). Poiché le linee cellulari 

hanno mostrato risposte diverse al trattamento con 3,4-DHPEA, si è deciso di 

misurare l’accumulo di H2O2 nel terreno dopo un incubazione di 24h con 3,4-DHPEA 

(100µM). I risultati sono mostrati in Tabella 5 in cui è riportata la IC50% 

(concentrazione del 3,4-DHPEA in grado di causare il 50% di inibizione della crescita 
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rispetto al controllo dopo 72 h di trattamento). I valori di IC50% sono negativamente 

correlati alla concentrazione di H2O2 ottenuta in presenza dei differenti tipi cellulari. 

Questi risultati suggeriscono che la sensibilità delle differenti linee cellulari all’effetto 

anti-proliferativo del 3,4-DHPEA è inversamente correlato alla loro abilità di 

rimozione dell’ H2O2 dal terreno di coltura. In conclusione si può quindi affermare 

che l’accumulo di H2O2 influenza l’effetto anti-proliferativo del 3,4-DHPEA 

indipendentemente dall’organo da cui derivano le linee cellulari tumorali. 
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Fig.22 Effetti dose-dipendenti del 3,4-DHPEA sulla proliferazione delle differenti linee cellulari. Le 

cellule sono state incubate per 72h con concentrazioni crescenti di 3,4-DHPEA in presenza o in 

assenza della Catalasi (CAT) ed il numero di cellule è stato determinato con la tecnica di esclusione al 

trypan blu. I dati sono la media ± SD di 5 esperimenti. 
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Tab.7 Valori di IC 50% (72h di trattamento) e concentrazione di H2O2 accumulata nel terreno dopo 

trattamento delle differenti linee cellulari con 3,4-DHPEA (100 µM) per 24h. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I valori sono le medie ± SD di 5 esperimenti. Le medie senza una lettera in comune differiscono in 

modo statisticamente significativo secondo il test di  Tukey, P<0.05. 

 

 

Infine si è studiato se composti strutturalmente simili al 3,4-DHPEA, il tirosolo (p-

HPEA) e l’acido caffeico (CA) (Fig. 23A), erano capaci di generare il H2O2 e di indurre 

l’apoptosi nelle cellule HL60. Come si può osservare nella Fig. 23B, né il p-HPEA né 

CA erano in grado di causare un significativo aumento della percentuale delle cellule 

apoptotiche (Fig. 23B) e della concentrazione di H2O2 nel terreno di coltura (Fig. 

23C). Questi risultati suggeriscono che il gruppo orto-ossidrile dell’anello fenolico 

presente nella struttura molecolare del 3,4-DHPEA è fondamentale (infatti il p-HPEA 

non ha effetto), ma non sufficiente (infatti l’acido caffeico non ha effetto) per 

provocare gli effetti sopra riportati. In questo secondo caso si può infatti concludere 

che la parte etanolica del 3,4-DHPEA potrebbe anche essa essere importante per la 

generazione di H2O2 e per l’induzione di apoptosi. 

 

 

 

LINEE 

CELLULARI 
IC 50% (µM) H2O2 (µM)  

 MDA 52+/-4
d
 23,8 +/-2,8

a
 

HCT116 55 +/- 7
d
 23,3 +/- 5

a
 

MCF-7 58 +/- 8
d
 15,7 +/- 3,7

b,c
 

SW480 82 +/- 10
c
 21,5 +/- 2,7

a,b
 

PC3 103 +/- 7
b
 12 +/- 2,9

c
 

LNCap  146 +/- 12
a
 8,8 +/- 3,4

c
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Fig.23 Effetto di differenti composti, strutturalmente simili al 3,4-DHPEA, sull'apoptosi nelle HL60 e 

sull'accumulo di H2O2 nel terreno di coltura. Formule di struttura dei composti analizzati (A). Le 

HL60 (0,2X106/mL) sono state trattate con 100µM di fenoli in terreno RPMI per 24h. Dopo 

l'incubazione la percentuale di cellule apoptotiche è stata valutata con il microscopio a fluorescenza 

(B), e la concentrazione di H2O2 nel terreno di coltura è stato determinata con il metodo 

dell'ossidazione degli ioni ferrosi e dello xilenolo orange (C). I dati rappresentano la media ± SD di tre 

esperimenti indipendenti. Le barre con una lettera differente differiscono in maniera significativa secondo il test 

di, Tukey, P<0.05.  
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7.2.4  INIBIZIONE DEL CICLO CELLULARE DA PARTE DE L 3,4-DHPEA:  

INIBIZIONE DELLA FOSFORILAZIONE DI  RB  

 

Dato che il 3,4-DHPEA è in grado di influenzare profondamente la proliferazione 

cellulare e l’apoptosi in tutti i tipi di cellule analizzate, si è ipotizzato anche un suo 

possibile coinvolgimento nella regolazione del ciclo cellulare. Questo processo è 

regolato da una sequenziale attivazione ed inattivazione di proteine chinasi ciclina-

dipendenti (CDKs), che controllano passaggi specifici della progressione del ciclo 

cellulare, come la transizione G1/S e G2/M. L’attività dei CDKs è regolata da diverse 

famiglie di proteine chiamate “CDK inhibitors” (CKDi), che legano ed inattivano i 

complessi ciclina-CDK. 

In un precedente studio, è stato dimostrato che il 3,4-DHPEA è in grado di indurre 

una riduzione dell’espressione del complesso CDK6 [165], e un incremento dei CDKi 

(p21WAF1/Cip1 e p27Kip). Tali effetti possono risultare nella inibizione della 

fosforilazione di proteine necessarie per la progressione del ciclo cellulare [2,22]. Un 

ruolo centrale nella progressione del ciclo cellulare appartiene alle così dette “pocket 

proteins” o proteine del Retinoblastoma (Rb), importanti molecole responsabili del 

controllo del passaggio della cellula dalla fase G1 alla fase S. La fosforilazione di Rb 

per mezzo dei complessi ciclina-CDK provoca il rilascio del fattore di trascrizione 

E2F, che può attivare geni i cui prodotti sono importanti per la cellula per entrare 

nella fase S [166]. 

Nella parte finale di questo studio si è quindi studiato se il 3,4-DHPEA era in grado di 

modificare lo stato di fosforilazione della proteina Rb. 

I risultati di questa sperimentazione hanno dimostrato che il trattamento con 3,4-

DHPEA provocava un debole effetto inibitorio sull’espressione di Rb mentre si è 

evidenziata una chiara riduzione nello stato di fosforilazione di Rb in diversi siti quali 

quello della Serina 780, Ser 807/811 e Ser 795 (Fig.24 A-B). 

Per avere la conferma che anche questo effetto era mediato da un accumulo di H2O2 

nel terreno di coltura, il trattamento delle cellule è stato fatto in presenza sia di NAC 

che di CAT. Analogamente a quanto visto per la proliferazione e l’apoptosi, 

l’inclusione dei due composti ha inibito completamente l’effetto esercitato dal 3,4-

DHPEA sulla fosforilazione di Rb. 
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Si può quindi concludere che il 3,4-DHPEA è in grado di ridurre la fosforilazione di 

Rb e di alterare la progressione del ciclo cellulare delle HL60 attraverso il rilascio di 

H2O2 nel terreno di coltura (Fig.24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.24 (A) Effetto del 3,4-DHPEA (100µM), NAC (10mM) e CAT (100U/ml) sull'espressione della 

proteina Rb delle cellule HL60 dopo 24h di esposizione e analizzato tramite la metodica del Western 

blotting. La figura mostra i risultati di 1 esperimento, che è rappresentativo di 3 che hanno dato 

risultati simili. (B) Analisi densitometrica di Rb e pRb relativa alla Figura 24A. 
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8. DISCUSSIONE 
 

8.1  VALUTAZIONE DEGLI EFFETTI SULLA INIZIAZIONE TUMORALE 

DEGLI EPOSSIDI DEI COV  E DEI COMPOSTI FENOLICI  

 

In questo studio si è dimostrato che i fenoli, quando usati come composti purificati o 

presenti in estratti grezzi costituiti da una miscela complessa di composti derivati sia 

dall’olio di oliva che dalle acque di vegetazione, sono in grado di prevenire il danno al 

DNA. Questi effetti anti-genotossici sono stati ottenuti a concentrazioni di fenoli (1–

10 µmol/L) che potrebbero essere raggiunte facilmente nei tessuti, con un consumo 

ordinario di 50 g/die di olio d’oliva. Infatti, dati di letteratura hanno chiaramente 

indicato che i fenoli sono efficacemente assorbiti nell’uomo [167]. Un recente studio 

di intervento ha dimostrato che il consumo di 40 mL di olio d’oliva contenente una 

considerevole quantità di fenoli (366 mg/kg) ha provocato un incremento della 

concentrazione plasmatica di 3,4-DHPEA e p-HPEA a valori superiori a 10 µmol/L 

nelle prime 4h dopo l’ingestione [167]. 

I risultati ottenuti in questo lavoro di dottorato, sono in parziale accordo con altri 

lavori presenti in letteratura che hanno dimostrato un effetto protettivo del 3,4-

DHPEA alla concentrazione di 10 µmol/L nelle cellule tumorali della prostata umana 

[168]. Anche i risultati ottenuti mediante il sistema ex-vivo in cui i ROS sono prodotti 

dai monociti attivati con la PMA, supportano l’ipotesi che i composti fenolici 

potrebbero prevenire efficacemente il danno ossidativo al DNA alle basse 

concentrazioni [169]. Questo modello simula più strettamente lo stress ossidativo “in 

vivo”, perché il trattamento con la PMA attiva enzimi quali la NADPH ossidasi e l’NO 

sintasi. Nel primo caso l’enzima è in grado di catalizzare il trasferimento di un 

elettrone all’ossigeno con la formazione di ione superossido (O2
.-) mentre nel secondo 

caso si ha la formazione di NO dall’arginina. Questi composti altamente reattivi 

potrebbero essere i precursori di un ampio spettro di specie reattive dell’ossigeno in 

grado di indurre un danno al DNA dei linfociti [169]. E’ importante enfatizzare che 

nel sistema PMA-monociti attivati, il p-HPEA era più efficace del 3,4-DHPEA nella 

prevenzione del danno al DNA. Questi risultati sono inaspettati, poiché gli orto-
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difenoli come il 3,4-DHPEA, sono scavenger di radicali più potenti ed antiossidanti 

più efficaci, del semplice fenolo, come il p-HPEA [170]. 

Comunque le specie reattive prodotte dai monociti attivati sono differenti e più 

complesse rispetto alla semplice H2O2. Ad esempio alcuni studi hanno mostrato una 

potente attività di scavenger del 3,4-DHPEA verso le specie reattive dell’ossigeno, 

quali l’anione superossido [171], mentre altri autori hanno dimostrato una forte 

attività antiossidante nei confronti del H2O2 ma non dell’anione superossido [172]. 

Perciò, non è da escludere un reale effetto inibitorio del p-HPEA sull’attività 

enzimatica della NADPH ossidasi dei monociti, con una conseguente riduzione della 

produzione di anione superossido, mentre il 3,4-DHPEA potrebbe non influenzare 

questo enzima [173]. 

Per quanto riguarda i composti secoiridoidi, anch’essi sono stati testati alla dose di 10 

μmol/L per valutare l’abilità preventiva nei riguardi del danno al DNA. Ad esempio la 

forma dialdeidica dell’acido elenolico legato all’idrossititrosolo (3,4-DHPEA-EDA), 

ha dimostrato una attività protettiva simile a quella del 3,4-DHPEA. Gli altri 

composti purificati, quali l’isomero dell’oleuropeina aglicone (3,4-DHPEA-EA), 

l’oleuropeina, il tirosolo, (p-HPEA), la forma dialdeidica dell’acido elenolico legato al 

tirosolo (p-HPEA-EDA), l’acido caffeico (CA) ed il verbascoside hanno sempre 

protetto le cellule nei confronti del danno al DNA indotto dall’ H2O2, ma con una 

efficienza minore (Tab. 2). 

È stato suggerito da alcuni Autori che, tra questi composti, solo quelli che hanno un 

struttura catecolica, caratterizzata da un anello aromatico a cui sono legati due gruppi 

idrossilici, siano importanti ai fini della salute umana. La presenza dell’anello 

catecolico conferisce infatti ai polifenoli una potente attività antiossidante in quanto 

questo gruppo è capace di stabilizzare la struttura dei radicali liberi attraverso la 

formazione di legami a idrogeno intramolecolari [89]. Sembra inoltre che i composti 

dotati di maggiore attività antiossidante siano quelli in cui i due gruppi idrossilici si 

trovano in posizione orto, piuttosto che in posizione meta o para. 

 

In una seconda fase dello studio è stato valutato il danno al DNA provocato da alcuni 

metaboliti dei COV, responsabili della loro mutagenicità, genotossicità, e 

cancerogenesi. Tutti gli epossidi considerati hanno provocato un danno al DNA 

quando testati “in vitro” sia nei PBMC che nelle cellule HL60. Questo dato è di 
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particolare interesse in quanto gli epossidi, essendo composti particolarmente reattivi 

con molecole nucleofile agiscono come agenti alchilanti causando essenzialmente la 

formazioni di addotti al DNA [174,175] i quali non sono direttamente rilevabili con il 

comet assay. Comunque, gli addotti al DNA possono innescare meccanismi di riparo 

tramite glicosilasi ed endonucleasi producendo siti apurinici/apirimidinici nel primo 

e/o rotture ai filamenti del DNA nel secondo caso. Entrambe queste alterazioni al 

materiale genetico sono sensibilmente rilevate dal comet assay [176,177]. Questi dati 

suggeriscono che la formazione di addotti al DNA è seguita da un più grave danno al 

DNA. Tuttavia si potrebbe ipotizzare un altro meccanismo di genotossicità, quale la 

generazione di specie reattive dell’ossigeno. Questa ipotesi è supportata dalla 

osservazione che SO è in grado di produrre l’ossidazione del DNA come dimostrato 

dall’aumento dei livelli di 8-idrossi-2(')-deossiguanosina (8-OHdG) in cellule 

neuronali SK-N-MC [178]. Inoltre, è stato anche dimostrato che il DEB induce 

l’apoptosi in linfoblasti TK6 di ratto attraverso la produzione dei ROS [179]. 

Sulla base dei risultati ottenuti dagli studi dose-risposta che hanno permesso di 

valutare il potenziale di genotossicità dei singoli composti, è stato possibile creare 

una scala di effetto che è in parziale accordo con la classificazione stabilita dallo 

IARC, sulle sostanze cancerogene. Dai risultati è emerso che SO, EB e DEB sono i 

composti più attivi ed una contemporanea esposizione a questi agenti, che potrebbe 

avvenire nei posti di lavoro come ad esempio nelle industrie di materie plastiche, 

potrebbe essere di particolare importanza per la salute umana. Comunque, si 

dovrebbe tener presente che il contributo all’incidenza di leucemia ed ad altri tipi di 

cancro in lavoratori esposti agli epossidi dei COV, non è abbastanza chiaro dato che 

questi individui sono esposti allo stesso tempo anche ad altri inquinanti ambientali, 

che possono essere considerati fattori confondenti [180,181]. Il forte potenziale 

genotossico dello SO riportato in questo studio è in accordo con precedenti risultati 

che hanno messo in evidenza l’effetto del danno al DNA esercitato da questo 

composto dopo brevi periodi di esposizione (0.5–2 h) [182]. Inoltre questi risultati 

sono in accordo con quelli ottenuti da Cemeli et al. [113] secondo cui lo SO era più 

genotossico degli altri epossidi ed in particolare degli epossidi dell’1,3-butadiene, EB 

e DEB. Tuttavia, l’inclusione dello SO nel gruppo 2A della classificazione dei 

cancerogeni effettuata dallo IARC, potrebbe essere dovuta a delle scarse evidenze 

epidemiologiche disponibili, piuttosto che alla sua dimostrata genotossicità nei 
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sistemi “in vitro” e nei modelli animali. Il forte effetto genotossico indotto dallo SO 

riportato in questo studio, sia nei linfociti che nelle cellule HL60, potrebbe indurre i 

ricercatori ad effettuare studi epidemiologici più approfonditi e con il fine di 

dimostrare la cancerogenicità dello SO come recentemente suggerito da Ward e coll. 

[182]. L’inclusione di FCS nel terreno di coltura durante il trattamento con gli 

epossidi permette di prolungare l’esposizione fino a 24h. In queste condizioni si è 

verificato un significativo e generale aumento del danno al DNA in seguito al 

trattamento con i differenti composti che è risultato più evidente nei PBMC rispetto 

alle HL60. In particolare, PO e BO non hanno manifestato alcun effetto genotossico 

dopo 2h, mentre hanno dati risultati positivi dopo 24h di trattamento. Questi dati 

indicano inoltre che dopo un lungo periodo di incubazione, i sistemi di riparo del 

DNA, sia nelle cellule non proliferanti (PBMC) che proliferanti (HL60), non sono 

abbastanza efficienti e quindi non sono in grado riparare completamente il danno al 

DNA causato dagli epossidi. 

Gli altri composti testati in questo lavoro hanno mostrato un potenziale genotossico 

correlato alla loro differente reattività, confermando così i dati in letteratura che sono 

stati ottenuti misurando altri end-points di danno al DNA, quali scambio di cromatidi 

fratelli (SCE), aberrazioni cromosomiche (CA), e formazione di micronuclei (MN). Ad 

esempio l’effetto genotossico di PO è evidente solo alle concentrazioni più alte e dopo 

un prolungato tempo di incubazione, in accordo con gli altri dati presenti in 

letteratura in cui è stato dimostrato che questo composto è in grado di provocare 

rotture al DNA a singolo filamento in differenti sistemi cellulari, di formare addotti 

sia al DNA che all’emoglobina e di provocare lo scambio di cromatidi fratelli nei 

PBMC isolati da soggetti esposti [183]. 

E’ da notare comunque che per questo ultimo composto sono state riportate evidenze 

sul suo potenziale cancerogeno nei confronti del tumore alle ghiandole mammarie in 

animali da esperimento suggerendo l’opportunità di effettuare ulteriori studi nelle 

donne esposte sul posto di lavoro [183]. Anche l’effetto genotossico riscontrato per 

BO, che è risultato essere il composto meno attivo, sembra essere in accordo con i 

dati presenti in letteratura. Infine, sebbene IO ed EB abbiano una buona parte della 

loro struttura chimica simile, il basso potenziale genotossico di IO potrebbe essere 

direttamente correlato alla presenza del gruppo metile al carbonio 2 che potrebbe 
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ridurre le proprietà alchilanti di IO sia a causa di una più bassa tendenza a formare 

carbocationi, sia per la presenza di un ingombro sterico. 

In conclusione, tramite l’uso della stessa tecnica (comet assay), è possibile comparare 

la genotossicità dei differenti epossidi dei COV in modo da ottenere ulteriori 

informazioni circa il rischio per la salute della popolazione esposta. 

 

Dato che i risultati ottenuti hanno dimostrato il coinvolgimento dei ROS nel 

meccanismo di genotossicità provocato dagli epossidi, si è ipotizzato che oltre alla 

capacità, ormai nota da tempo, di indurre la formazione di addotti al DNA e/o 

all’emoglobina [184,185], un altro meccanismo potrebbe essere quello di causare uno 

stress ossidativo alla cellula [186-189]. A questo proposito è stata utilizzata la NAC, 

per le sue note capacità antiossidanti e l’enzima catalasi, in grado di provocare una 

efficiente riduzione del danno al DNA nei PBMC umani. Infatti, l’abilità della NAC di 

fungere come potente scavenger di radicali è una caratteristica correlata alle 

proprietà intrinseche della molecola, mentre l’inibizione della genotossicità potrebbe 

essere una conseguenza dell’induzione di meccanismi intracellulari, quali la 

modulazione dell’espressione di alcuni geni coinvolti nei processi ossidativi [190]. 

Infatti, dato che la NAC nella sospensione cellulare a tempi brevi (2h) non provoca 

alcun effetto protettivo, si può supporre che la riduzione del danno al DNA dopo 24h 

di trattamento con la NAC, possa essere dovuto all’induzione di meccanismi 

intracellulari che necessitano di un tempo maggiore per poter essere attivi. La 

presenza della CAT invece riduce il danno genotossico al DNA delle cellule già dopo 

2h d’incubazione a dimostrazione del coinvolgimento dell’H2O2 che potrebbe 

accumularsi nello spazio extracellulare. L’effetto protettivo esercitato invece da OO-

PE, è ben evidente in seguito al trattamento con SO, EB e DEB sia dopo 2h che 24h 

d’incubazione, anche se la maggior protezione da parte dell’estratto dell’olio è stata  

ottenuta a tempi brevi. Alla luce di questi risultati quindi, WW-PE è stato testato al 

solo tempo di 2h, poiché è la condizione in cui si è ottenuto il maggior effetto 

protettivo. 

La protezione esercitata dai composti fenolici contenuti nell’estratto derivato dalle 

WW-PE riveste un particolare interesse, in quanto da un prodotto di scarto quali le 

acque di risulta della lavorazione delle olive, è possibile ottenere un duplice 

vantaggio. Il primo è la riduzione del carico inquinante riversato nell’ambiente, 
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mentre il secondo è il recupero di sostanze biologicamente attive e a basso costo, che 

possono essere utilizzate come “nutraceutici”. 

 

Poichè in letteratura non ci sono studi fino ad oggi, circa la protezione dei polifenoli 

verso il danno genotossico indotto dagli epossidi dei COV, molti e più approfonditi 

studi dovrebbero essere condotti per ottenere ulteriori informazioni su questo 

argomento. Tali studi sono di grande importanza visto che la prevenzione del danno 

al DNA nei linfociti può essere considerato un fenomeno predittivo di un minor 

rischio di contrarre una neoplasia. 

 

 

8.2  VALUTAZIONE DELL ’EFFETTO ANTI-PROMOZIONE/PROGRESSIONE 

TUMORALE DELL ’IDROSSITIROSOLO  

 

In questo studio è stato esaustivamente dimostrato, per la prima volta, che gli effetti 

indotti dal 3,4-DHPEA ad alte dosi in linee cellulari tumorali, erano dovuti ad uno 

stress ossidativo mediato principalmente dall’abilità del 3,4-DHPEA di generare 

H2O2 extracellulare nel terreno di coltura. Queste conclusioni sono supportate dalle 

seguenti evidenze: (i) l’attività anti-proliferativa e pro-apoptotica del 3,4-DHPEA era 

efficientemente inibita da noti antiossidanti come la NAC, l’ascorbato e l’a-tocoferolo; 

(ii) la detossificazione extracellulare di H2O2 da parte della CAT ha ridotto l’effetto 

pro-apoptotico del 3,4-DHPEA; (iii) una più efficace rimozione di H2O2 ottenuta 

aumentando la densità cellulare durante l’esposizione al 3,4-DHPEA ha causato una 

riduzione della concentrazione di H2O2 accumulata nel terreno di coltura e di 

conseguenza una minor percentuale di cellule apoptotiche; (iv) molecole 

strutturalmente simili al 3,4-DHPEA (p-HPEA e CA), non sono state in grado né di 

generare alti livelli di H2O2 né di indurre apoptosi nelle cellule HL60. L’attività pro-

ossidante del 3,4-DHPEA non è il primo esempio di composti che pur avendo un 

elevato potere antiossidante, in determinate condizioni sperimentali si comportano 

come pro-ossidanti. Infatti, precedenti pubblicazioni hanno dimostrato che altri 

composti fenolici derivati da piante possono indurre uno stress ossidativo [191,192]. 

In particolare, un’attività pro-ossidante correlata con la tossicità nelle HL60 è stata 
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dimostrata per i flavonoidi, l’acido gallico, l’acido caffeico e loro derivati [193]. 

Recentemente anche per quanto riguarda il resveratrolo, un polifenolo presente nel 

vino rosso, è stato dimostrato che esso è in grado di esercitare effetti pro-ossidanti 

inducendo sia la senescenza nelle cellule tumorali di colon HCT-116WT [194] che il 

danno al DNA nei linfociti umani [195]. Comunque, nei casi sopra riportati non è 

stato dimostrato il rilascio di H2O2 extracellulare, mentre l’effetto pro-ossidante 

mediato da un incremento della concentrazione di H2O2 nel terreno è stato 

dimostrato per uno dei polifenoli del tè, l’(–)-epigallocatechina-3-gallate (EGCG) 

[196-198]. Per spiegare questa attività pro-ossidante dei fenoli derivati da alimenti di 

origine naturale si può supporre un possibile meccanismo che coinvolga sia l’anione 

superossido O2
.- che i metalli di transizione [192]. In questo sistema l’ossidazione 

iniziale della parte catecolica dovuta al Cu(II) o Fe(II) genera semichinoni che 

possono reagire con O2 e formare O2
.- dalla cui disproporzione si può formare H2O2 

[192]. Sebbene nel presente studio il meccanismo di produzione di H2O2 mediato dal 

3,4-DHPEA non è stato ancora investigato in dettaglio, possiamo concludere che 

nelle nostre condizioni sperimentali la sola parte catecolica non è sufficiente a 

svolgere questo effetto, dato che il tirosolo e l’acido caffeico non hanno provocato 

alcun effetto. 

Inoltre i risultati con la fenantrolina (PNT), un composto chelante del Fe(II), 

suggeriscono che il Fe(II) non  è coinvolto nell’abilità del 3,4-DHPEA di rilasciare 

H2O2 nel terreno di coltura. Oltre al meccanismo pro-apoptotico del 3,4-DHPEA è 

stato anche dimostrato che l’accumulo di H2O2 influenzi l’effetto anti-proliferativo 

del 3,4-DHPEA in altre linee cellulari indipendentemente dal loro organo di origine, 

quale mammella, prostata e colon. Quindi, quando le cellule sono esposte a 

condizioni che supportano l’accumulo di H2O2 quali RPMI completo, il 3,4-DHPEA 

effettivamente sopprime la crescita cellulare mentre l’addizione di CAT previene 

questo effetto. Inoltre, la quantità di H2O2 accumulata nel terreno di coltura in 

presenza delle differenti cellule tumorali era direttamente correlata all’attività 

antiproliferativa del 3,4-DHPEA suggerendo che la diversa sensibilità delle cellule 

all’effetto chemiopreventivo del 3,4-DHPEA, potrebbe essere correlato alla loro 

capacità di rimuovere l’H2O2 dal terreno di coltura. La produzione di H2O2 potrebbe 

anche essere alla base di altri effetti esercitati dal 3,4-DHPEA sull’espressione di 

differenti geni e sullo stato di fosforilazione delle proteine coinvolte in alcune vie di 
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trasduzione del segnale. Infatti il 3,4-DHPEA è in grado di ridurre la fosforilazione 

della proteina Rb, a livello di alcuni residui di Serina e questo fenomeno potrebbe 

rappresentare un possibile meccanismo attraverso il quale il 3,4-DHPEA induca 

l’arresto del ciclo delle cellule tumorali. Anche altri studi condotti sulla inibizione del 

ciclo cellulare in altri tipi cellulari tumorali, quali le MCF10A (linea tumorale derivata 

dalla mammella) e le NBT-II (linea cellulare derivata dal tumore alla vescica), in 

seguito al trattamento con l’EGCG, hanno dimostrato che questo composto è in grado 

di inibire la fosforilazione della proteina Rb, causando l’arresto del ciclo cellulare 

nella fase G1 [199]. 

 

 

In conclusione, i risultati del presente studio potrebbero essere interessanti per 

progettare studi “in vivo”, prima nella sperimentazione animale e successivamente 

nell’uomo, con lo scopo di dimostrare l’abilità dei fenoli dell’olio di oliva di prevenire 

le diverse fasi del processo di cancerogenesi indotta da inquinanti ambientali. Tale 

aspetto infatti, può avere importanti implicazioni nell’evitare o ridurre i danni legati 

ad esposizioni pregresse ad inquinanti presenti nei diversi comparti ambientali. 
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9. CONCLUSIONI 

 

Al termine di una ricerca triennale volta allo studio sia degli effetti genotossici di 

importanti inquinanti atmosferici che degli effetti chemiopreventivi di composti 

fenolici derivati sia dall’olio extravergine di oliva che dalle acque di vegetazione, i 

risultati ottenuti possono essere riassunti come segue: 

 

1. E’ stato possibile costruire una scala di genotossicità dei diversi epossidi 

derivati da alcuni COV (alcheni) nella quale il composto più genotossico è 

risultato lo SO seguito dagli altri nel seguente ordine EB>DEB>IO>PO>BO.  

 

2. E’ stata messa in evidenza la capacità dei composti fenolici di prevenire il 

danno al DNA indotto sia dal perossido di idrogeno che da alcuni epossidi 

sopra menzionati (SO, EB e DEB). È interessante sottolineare che le dosi di 

fenoli necessarie per avere un effetto preventivo significativo sono risultate 

molto  basse (pari e inferiori a 1 µg/ml  e/o µM ) e probabilmente raggiungibili 

“in vivo” in soggetti che seguono una dieta mediterranea ricca di olio d’oliva.  

 

3. Si è dimostrato che una parte del danno al DNA indotto dagli epossidi è 

mediato dallo stress ossidativo. Tale dato può spiegare l’effetto preventivo nei 

confronti del danno al DNA esercitato dai fenoli, che sono ampiamente 

riconosciuti da una vasta letteratura quali potenti anti-ossidanti.  

 

4. Tra i polifenoli dell’olio d’oliva quello maggiormente studiato è stato 

l’idrossitirosolo (3,4-DHPEA) il quale ha mostrato un effetto chemio 

preventivo sia nei confronti dell’iniziazione tumorale, attraverso l’inibizione 

del danno al DNA in un intervallo di concentrazione compreso tra 1-10µM, sia 

nei confronti della promozione tumorale attraverso l’inibizione della 

proliferazione e l’induzione dell’apoptosi in cellule tumorali. Questo secondo 

effetto è risultato evidente solo a concentrazioni comprese tra 50 e 100 µM ed 
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è mediato da un effetto pro-ossidante espletato attraverso la produzione di 

perossido di idrogeno nel terreno di coltura delle cellule.   

 

5. Infine, è stato dimostrato che un possibile meccanismo attraverso il quale il 

3,4-DHPEA esercita l’effetto anti-proliferativo e altera la progressione del ciclo 

cellulare, inibendo il passaggio delle cellule dalla fase G1 alla fase S, consiste 

nella inibizione della fosforilazione di Rb a livello di alcuni residui di Serina. 

Tale effetto può essere la conseguenza di una “over-espressione” degli inibitori 

delle chinasi ciclina dipendenti come p21 e p27 da parte del 3.4-DHPEA.  

 

In definitiva, i polifenoli dell’olio di oliva svolgono un importante effetto 

chemiopreventivo, interferendo con il processo di cancerogenesi sia nella fase di 

iniziazione che nella fase di promozione/progressione tumorale. In particolare, va 

sottolineata la capacità di questi importanti componenti minori dell’olio di oliva, 

principale alimento che distingue la dieta mediterranea dalle altre abitudini 

alimentari, di contrastare efficacemente le proprietà genotossiche e cancerogene  dei 

composti organici volatili (COV), inquinanti ubiquitari sempre presenti nelle 

atmosfere sia outdoor che indoor e non solo nelle atmosfere inquinate urbane. 
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