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➢ 2.1 LESIONI PREMUTAGENE INDOTTE DA RADIAZIONI NON IONIZZANTI

• Uno dei principali fotoprodotti è 

rappresentato da anelli di ciclobutano o 

dimeri di pirimidina (CPD): esempio di 

lesione pre-mutagena, tipicamente 

riparata grazie a meccanismi di 

riparazione classici o  fotoriattivazione. 
Chimici 

Fisici

Questo meccanismo è presente solo in cellule procariotiche 

e eucarioti unicellulari, assente quindi nell’uomo

• Altra principale lesione è evidenziabile 

nella formazione di «foto prodotti 6-

4»: si osservano legami covalenti fra il 

C6 della pirimidina nell’estremità 5’ e il 
C4 di una pirimidina in posizione 3’.  
Viene riparata ancora più velocemente 

rispetto ai dimeri. 

2. Reazione 

enzimatica ad 

opera di una 

flavoproteina 

«fotoliasi»+ due 

gruppi cromofori 

che assorbono i 

fotoni necessari 

per innescare il 

processo di 

riparazione

2. Fotoriattivazione enzimatica



2.2  CANCEROGENESI CUTANEA INDOTTA DA RADIAZIONI ULTRAVIOLETTE

Di tipo I: L’energia 
(in stato di 

tripletto) viene 

trasferita 

direttamente al 

DNA.

Di tipo II: L’energia viene 
trasferita all’ O2

▪ TP53 ; il più comunemente mutato nei carcinomi a 

cellule squamose. Gene oncosoppressore che codifica 

per un fattore di trascrizione P53 definito «Guardiano 

del genoma» a causa della sua specifica funzione. 

CSCC

▪ PTEN, CDKN2A e BRAF ; si tratta di geni 

oncosoppressori comunemente mutati nel 

melanoma cutaneo.

BSCC

Melanoma Maligno



3- 3.1 Camellia sinensis e composti bioattivi • Scheda botanica 

• Proprietà biologiche → produzione del tè verde

3-3.2  Ilex paraguariensis e composti bioattivi 

• Scheda botanica 

• Proprietà biologiche →
produzione «Yerba Mate» Fra gli innumerevoli composti bioattivi  

contenuti nella foglia di questa specie, vi è 

il Kaempferolo, potente agente 

chemiopreventivo polifunzionale coinvolto 

in vari tipi di neoplasie, fra cui quella che 

coinvolge cellule  mammarie (attivazione 

fattore di trascrizione p53)  

• Kaempferolo

• ECGC

POLIFENOLI FLAVONOIDI – CATECHINE 
EGCG

Attività anticancro: agisce inibendo 

l’angiogenesi. Studi di ricostruzione in 
vitro e associazione con farmaci anti-

neoplasici

Struttura 

Catechine, 

differenze con 

flavonoidi

FLAVANOLI



- Trattamento con soluzioni 

saline appositamente 

preparate per 7 giorni 

70 ratti Wistar sono stati suddivisi 

in 7 gruppi costituiti da 10 animali 

ciascuno

➢ Libero accesso a cibo e acqua 

➢ Ciclo luce buio (7:00 AM-19:00 PM) 

➢ T=22 °C

- Esposti alle radiazioni UV per un’ora 
una volta al giorno 

4. PROCEDURA SPERIMENTALE 

4.1 MATERIALI e METODI

✓ Si aggiungono 15 ml di acqua 

bollente a 1.875 g di estratto di 

tè verde

✓ 20 g  di estratto di tè 

mate a 100 ml di 

acqua bollente

▪ I ratti, suddivisi all’interno di apposite gabbie, sono 
stati sottoposti a sorgente di raggi UVA e UVB per 7 

giorni, a distanza di 60 cm dalla sorgente luminosa, 

per un’ora al giorno. 

▪ Procedura di estrazione di 15 minuti  al 

fine di poter ottenere le sostanze 

chimiche di interesse, dunque isolare i 

metaboliti dalla matrice solida della 

pianta, tramite opportuno solvente. 

1. gruppo di 

controllo

(NaCl 0.9%)

2. Soluzione 

salina orale 

+ UV

3. Gel + UV

(Gel senza 

estratto)

4. Tè verde 

+ UV

5. gel di tè 

verde+ UV

6. Tè Mate + 

UV

7. Gel di tè 

Mate + UV

❑ Gli estratti acquosi sono stati incorporati all’interno di un gel 
di base 5%

➢ 3. Esposizione alle radiazioni UV

➢ 2. Preparazione soluzioni estratti➢ 1. Preparazione ratti 



4.4 COMET ASSAY
SCGE: Single Cell 
Gel Electrophoresis



Il termine “cometa” fa riferimento al 
principio su cui si basa tale sistema: un 

frammento di DNA sottoposto ad un campo 

elettrico, fuoriesce dal corpo nucleare 

(chiamato “testa di cometa”) formando una 
macchia sul gel che formerà la “coda” della 
cometa. L’entità del danno è proporzionale 
alla quantità di comete prodotte dalla 

migrazione elettroforetica.

▪ PROTOCOLLO ESEGUITO: 

1. STEP:  preparazioni preliminari  

Tampone fosfato 
salino 

Soluzione LS

Soluzione AES 

2.     STEP: Preparazione agarosio fuso 1% + «cover slides» o «diapositive»  

4.   STEP: Neutralizzazione e osservazione

Grazie alle tecniche della microscopia a 

fluorescenza, è stato possibile osservare 

la sezione di 100 cellule (50 per ogni 

diapositiva che è stata sottoposta a 

replica). E’ stata creata una scala di 
valutazione di Indice di Danno (ID) da 

zero a quattro. 

L’indice 4 rappresenta il massimo 
danneggiamento

▪ POSSIBILI APPLICAZIONI

TEST DI VALUTAZIONE DELL’INTEGRITA’ 
DEL GENOMA SPERMATICO:

Si tratta di una procedura di analisi 

volta all’osservazione di DNA 
eventualmente frammentato 

all’interno dell’acrosoma gametico. Il 
grado di frammentazione 

indicherebbe il potenziale 

fecondante dello spermatozoo. Il 

grado di frammentazione del DNA è 

associato agli esiti della 

fecondazione in vitro.

▪ Quando si utilizza? 

✓ campioni con numero limitato di spermatozoi e per 

rilevare tagli a singola e doppia elica.

3.        STEP:  Elettroforesi

Si imposta la corrente a 300mA  e alimentazione 

a 25 V , per quindici minuti.



4.5 PRIMO INDICE DI DANNO OSSIDATIVO: PEROSSIDAZIONE LIPIDICA E SAGGIO TBARS

Il radicale ossidrilico agisce sui lipidi di 

membrana determinando 

un’ossidazione di questi ultimi. 

Le molecole più sensibili sono gli acidi 

grassi Omega 3, Omega 6. Si consideri la 

struttura e i gradi di insaturazione.

Eventi di radiolisi Reazione di Fenton

Processo di perossidazione lipidica:
Saggio TBARS:

Si tratta di un saggio colorimetrico il quale sfrutta l’acido 
tiobarbiturico (TBA) come reagente per rilevare la quantità 

di MDA 

▪ MDA + TBA= Produzione di una sostanza 

cromofora(TBARS)  la quale assorbe a 530-540 nm. 

L’intensità del colore corrisponde al livello di 
perossidazione lipidica presente nel tessuto.
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Si ottiene MDA 

(malondialdeide= marker 

ossidativo)

▪ Protocollo eseguito 



4.6 SECONDO INDICE OSSIDATIVO: MISURAZIONE PROTEINE CARBONILICHE

Stress ossidativo Modificazione strutturale alle componenti proteiche Introduzione di nuovi gruppi 

funzionali: gruppi carbonilici

Marker ossidativi, rilevati da 

saggio colorimetrico

Il saggio prescelto basa sulla reazione della dinitrofenil-

idrazina (DNPH). Quando il derivato sostituisce i gruppi 

funzionali carbonilici, genera una molecola cromofora 

chiamata “idrazone” il quale presenta un picco di 
assorbimento a 360 nm.

Esito positivo 

Reattivo di BRADY (2,4-dinitrofenilidrazina)



4.7 ANALISI STATISTICA 

1. Valori medi (±SD) dell'indice di danno rilevato nel 

DNA di cellule del sangue periferico di ratti 

opportunamente trattati

2.  Valori medi della frequenza di danno rilevato 

nel DNA di cellule di sangue periferico di ratti 

opportunamente trattati

3.  Valori medi (±SD) delle sostanze reattive dell'acido 

tiobarbiturico (TBARS) rilevati  nella pelle di ratti trattati 

➢Grafico n. 1 e 2 dimostrano che si assiste ad 

una diminuzione  del danno al DNA negli 

animali trattati topicamente con tè mate

➢ Il tè verde, al contrario non presenta  effetti protettivi 

per il genoma, come osservato negli alti livelli di danno 

al DNA quando somministrato per via orale, rispetto al 

gruppo di controllo

➢ i trattamenti orali e topici con tè verde o tè 

mate hanno impedito l'aumento della 

perossidazione lipidica indotta 

dall'esposizione alle radiazioni ultraviolette

➢ Tuttavia, la carbonilazione proteica è 

stata prevenuta solo dal trattamento 

topico con gel di tè verde e gel di tè 

mate e non con il trattamento orale.

4. Valori medi (±SD) del contenuto di gruppi carbonilici proteici rilevati nella pelle di ratti 

trattati



5. CONCLUSIONI Nel presente studio si è dimostrato: 

1. Il potenziale 
effetto mutageno 
della radiazione 
non ionizzante 

2. Il potenziale 
effetto 
antiossidante di 
composti 
fitochimici Produzione di 

fotoprodotti o 
lesioni   

osservate nelle 
cellule del sangue 
periferico degli 
individui grazie al 
Comet Test.

Perossidazione
lipidica 

Carbonilazione
proteica

rilevati grazie:  

Mutazioni Geniche Produzione di ROS

Danni strutturali Danni ossidativi

1. SAGGIO TBARS

2. SAGGIO CON REATTIVO DI BRADY

Ad oggi, le radiazioni UV sono 

considerate gli agenti 

genotossici più diffusi in 

natura per le quali sembra 

essere correlato il processo di 

carcinogenesi foto-indotta, 

fenomeno il quale determina 

lo sviluppo  delle principali 

forme di neoplasie maligne 

cutanee.

Il potenziale effetto benefico è dipendente dal tipo di trattamento: 

Solo  il trattamento topico previene la carbonilazione proteica.

la perossidazione lipidica viene inibita da entrambi i tipi di trattamento, 

orale e topico. 

Attività anti-
cancerogena.

Alleviano:

1. la disfunzione dei 
mitocondri 

2. la frammentazione del DNA 
indotta dai raggi UVB.

Attività antiossidante 
contro i radicali l DNA 
all’azione dei radicali.

Ciò nonostante, alcuni 
recenti studi hanno rilevato 
gli effetti genotossici e 
citotossici che il Tè Mate 
potrebbe avere se presente 
in concentrazione >100 e 
1000 μg/ml .


