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1. INTRODUZIONE

1.1 Dalle caratteristiche del cancro allo sviluppo di nuove strategie terapeutiche

Negli ultimi decenni, la medicina oncologica ha compiuto progressi straordinari nell'ambito della
prevenzione, della diagnosi e del trattamento. Cid nonostante, il cancro continua a rappresentare una
delle sfide piu complesse e urgenti per la salute pubblica globale. A conferma del costante impatto di
queste patologie, le stime piu recenti del Global Cancer Observatory (GLOBOCAN) indicano che nel

2022 si sono registrati oltre 20 milioni di nuovi casi e circa 10 milioni di decessi (Bray et al., 2024).

Il termine cancro descrive un gruppo eterogeneo di patologie caratterizzate sia da un accumulo di
alterazioni genetiche che epigenetiche, le quali, sviluppandosi in modo progressivo, consentono alle
cellule trasformate di sfuggire ai meccanismi di controllo della proliferazione e di acquisire un
vantaggio selettivo rispetto alle cellule sane. In aggiunta, nelle fasi piu avanzate, possono promuovere
l'angiogenesi, invadere i tessuti circostanti e colonizzare organi distanti attraverso il processo

metastatico (Hanahan, 2022).

I progressi nella comprensione dei meccanismi molecolari che regolano la cancerogenesi hanno
favorito lo sviluppo di approcci terapeutici sempre piu specifici, come radioterapia, chirurgia, terapie
a bersaglio molecolare, chemioterapia e immunoterapia (Zafar et al., 2024). Nonostante i progressi
ottenuti nel migliorare la sopravvivenza dei pazienti affetti da numerose neoplasie, la loro efficacia
rimane ancora limitata. Infatti, nei tumori piu aggressivi, le cellule tumorali sono in grado di attivare
meccanismi pro-survival che ne favoriscono I’adattamento alla pressione selettiva esercitata dai
trattamenti farmacologici. Questo adattamento si realizza attraverso I'aumento dei sistemi di eftflusso
dei farmaci, la modificazione dei bersagli molecolari e 1'inibizione dei processi apoptotici, fattori che
determinano I’insorgenza di chemioresistenza e, di conseguenza, favoriscono la recidiva e la

progressione della malattia (Holohan et al., 2013; Vasan et al., 2019).

A ci0 si aggiunge la limitata selettivita di molte terapie convenzionali, che colpiscono senza
distinzione anche le cellule sane caratterizzate da una elevata attivita proliferativa, come quelle dei
tessuti fisiologicamente ad alto turnover: mucosa gastrointestinale, midollo osseo e follicoli piliferi.
Questa mancanza di selettivita causa effetti indesiderati che possono limitare la continuazione del
trattamento alle dosi ottimali e comprometterne la qualita di vita (Longley & Johnston, 2005; Nurgali

etal., 2018).



Per questi motivi, la ricerca oncologica ¢ sempre piu orientata verso l'identificazione di molecole
capaci di colpire in modo selettivo le cellule neoplastiche. In tale prospettiva, i prodotti naturali
rappresentano una risorsa di particolare interesse: una quota rilevante dei farmaci antitumorali
introdotti in clinica negli ultimi decenni deriva, infatti, direttamente o indirettamente da metaboliti
naturali, come dimostrano i polifenoli, i tassani, i derivati della camptotecina e gli alcaloidi della

vinca (Newman & Cragg, 2020; Cory et al., 2018; Montané et al., 2020).

In questo quadro si inserisce l'interesse verso Vitis vinifera, una delle principali fonti naturali di
stilbeni bioattivi e polifenoli, i cui estratti hanno mostrato proprieta antinflammatorie, antiossidanti e

antitumorali e che ne fanno un promettente oggetto di studio per nuove strategie antitumorali.

1.2 Glioblastoma

1.2.1 Epidemiologia e caratteristiche biologiche

Il glioblastoma (GBM) ¢ uno dei tumori piu aggressivi del sistema nervoso centrale e rappresenta il
tumore cerebrale maligno piu frequente nell’adulto, costituendo circa la meta delle neoplasie maligne
dell’encefalo. Colpisce prevalentemente le persone in eta avanzata e presenta una frequenza maggiore
negli uomini, con un tasso di 4,07 casi per 100.000 abitanti, rispetto ai 2,60 casi per 100.000 abitanti
osservati nelle donne (Price et al., 2025). Negli ultimi anni, I’evoluzione delle conoscenze sui
meccanismi molecolari coinvolti nella malattia ha ridefinito la classificazione del GBM. Infatti,
secondo la classificazione dell’Organizzazione Mondiale della Sanita del 2021, il termine GBM
definisce un glioma diffuso dell’adulto di tipo IDH-wildtype, ovvero privo di mutazioni nei geni
IDH1 e IDH2. Al contrario, i tumori che presentano tali mutazioni, precedentemente assimilati ai
GBM, sono oggi riclassificati come astrocitomi IDH-mutati di grado 4, poiché presentano

caratteristiche biologiche e cliniche differenti (Louis et al., 2021).

Dal punto di vista istologico, il GBM ¢ caratterizzato dalla presenza di aree di necrosi, da un’elevata
proliferazione cellulare e da una marcata neoangiogenesi, ovvero dalla formazione di numerosi vasi
sanguigni di nuova sintesi, seppur strutturalmente anomali e disfunzionali. Questo processo viene
attivamente stimolato dal tumore al fine di garantire I’apporto di ossigeno e nutrienti necessario a

sostenerne la rapida crescita (Chen & Hambardzumyan, 2018).

Un’altra caratteristica importante di questa neoplasia ¢ la sua capacita di infiltrarsi nel tessuto
cerebrale circostante. Le cellule tumorali, infatti, non si limitano alla massa principale, ma sono in
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grado di diffondersi anche nelle aree vicine del cervello, il che rende molto difficile rimuovere
completamente il tumore mediante la chirurgia, anche quando viene asportata la maggior parte della

massa tumorale visibile (Louis et al., 2021; Yalamarty et al., 2023).

Il GBM ¢ inoltre caratterizzato da una marcata eterogeneita, sia tra pazienti diversi sia all’interno
dello stesso tumore, dove possono coesistere popolazioni cellulari con diverse caratteristiche
genetiche e funzionali: alcune cellule possono proliferare piu rapidamente, altre possono essere
maggiormente invasive, altre ancora sono piu resistenti ai trattamenti. Questa variabilita ¢ funzionale
per il tumore perché gli permette di adattarsi alle condizioni dell’ambiente circostante e contribuisce

alla comparsa di resistenza alle terapie (Neftel et al., 2019).

L'analisi delle cellule del GBM ha evidenziato una marcata eterogeneita, identificando diversi
fenotipi cellulari riconducibili a progenitori neurali, progenitori degli oligodendrociti, astrociti o
elementi di tipo mesenchimale. Tali profili non costituiscono entita rigide o nettamente distinte; al
contrario, l'elevata plasticita delle cellule tumorali consente loro di passare da una condizione all'altra
in risposta ad alterazioni genetiche, segnali del microambiente o pressioni selettive esercitate dai

trattamenti (Neftel et al., 2019).

1.2.2 Prognosi e limiti terapeutici

Nonostante i recenti progressi diagnostici e terapeutici, le prospettive di sopravvivenza per pazienti
affetti da GBM rimangono sfavorevoli. Il trattamento standard prevede, quando possibile, la
rimozione chirurgica massimale, cercando di preservare le aree cerebrali sane circostanti, seguita da
radioterapia e chemioterapia concomitante e adiuvante con temozolomide, un farmaco che agisce
provocando danni al DNA delle cellule tumorali ostacolando cosi la proliferazione tumorale (Wu et
al., 2024). Tuttavia, I’efficacia della temozolomide ¢ limitata dall’attivita della proteina MGMT, un
enzima deputato alla riparazione delle alterazioni del DNA indotte dal farmaco stesso. Infatti, il
silenziamento epigenetico tramite metilazione del promotore del gene MGMT ne riduce 'espressione,
rendendo le cellule tumorali maggiormente sensibili al trattamento. Per questo motivo 1 pazienti con
promotore di MGMT metilato mostrano una risposta terapeutica e un vantaggio di sopravvivenza

significativamente superiori (Hegi et al., 2005).

Uno dei principali limiti della terapia ¢ legato alla capacita del GBM di infiltrarsi nel tessuto cerebrale,

in particolare nella zona subventricolare. Questo comporta un rischio elevato di recidive, perché



anche dopo la rimozione chirurgica del tumore visibile, possono rimanere cellule tumorali capaci di
proliferare. Infatti, analizzando campioni prelevati da zone diverse dello stesso tumore, ¢ stato
osservato che alcuni cloni infiltranti sono gia presenti nelle prime fasi della crescita tumorale e

possono contribuire successivamente alla comparsa di recidive (Spiteri et al., 2019).

Un ulteriore ostacolo ¢ rappresentato dalla barriera ematoencefalica, una struttura che controlla il
passaggio delle sostanze dal sangue al tessuto cerebrale e che nel GBM risulta spesso compromessa.
Nelle aree centrali del tumore, infatti, la barriera puo essere alterata, mentre nelle zone periferiche
infiltrate dalle cellule tumorali puo rimanere ancora funzionante. Di conseguenza, alcuni farmaci non

riescono a raggiungere in concentrazioni sufficienti tutte le aree tumorali (Sarkaria et al., 2018).

Nel complesso 1 limiti sopra citati spiegano la necessita di individuare nuove molecole capaci di agire
su pit meccanismi cellulari e di promuovere la morte delle cellule tumorali soprattutto quando queste
risultano poco sensibili alle terapie convenzionali (Marin et al., 2021; Neftel et al., 2019; Spiteri et

al., 2019).

1.2.3 La linea cellulare U251 come modello sperimentale

La linea cellulare U251 ¢ una linea umana ottenuta da un tumore gliale maligno, sviluppata presso
I’Universita di Uppsala negli anni Sessanta e impiegata per analizzare la proliferazione cellulare, la
risposta a potenziali trattamenti antitumorali e 1 meccanismi molecolari alla base del GBM (Pontén

& Macintyre, 1968; Torsvik et al., 2014).

Le U251 possono essere mantenute in coltura in condizioni controllate, in modo da crescere in
adesione e formare un monostrato (Figura 1). Questo consente di stabilire con precisione il numero
iniziale di cellule, la concentrazione della sostanza somministrata e la durata del trattamento,
facilitando quindi il confronto tra le diverse condizioni sperimentali (Wei et al., 2021). Le linee
cellulari rappresentano, quindi, uno strumento utile per 1’analisi di nuovi composti e per lo studio dei
meccanismi attraverso cui questi modificano la sopravvivenza delle cellule tumorali (Sharma et al.,
2010), motivo per cui questa linea cellulare ¢ stata utilizzata nel presente lavoro di tesi per valutare
I’effetto degli estratti di legno di potatura di Vitis vinifera sul comportamento biologico delle cellule

tumorali.

L’impiego delle U251 presenta tuttavia i limiti caratteristici delle linee cellulari in vitro. Da un lato,

il mantenimento prolungato in coltura puo causare drift genetico e pressione selettiva nei passaggi
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sequenziali, determinando variazioni genetiche, morfologiche e funzionali tra differenti sottolinee
(Torsvik et al., 2014). Dall'altro, la crescita bidimensionale non riproduce l'architettura 3D del
microambiente tumorale in vivo, privando il modello dei gradienti fisiologici di ossigeno e nutrienti

e delle interazioni cellulari stromatiche (Fontana et al., 2021).

Nonostante queste limitazioni intrinseche, le U251 rappresentano tuttora un modello ideale per uno
screening preliminare dell'attivita biologica di estratti e per 'indagine di pathway molecolari specifici.
Tuttavia, proprio in virtu della semplificazione del sistema in vitro, le evidenze raccolte richiedono

di essere validate attraverso ulteriori approfondimenti traslazionali.

Figura 1: Cellule di glioblastoma umano U251 osservate in microscopia a contrasto di fase, con

morfologia aderente, fusiforme e caratteristiche prolungazioni cellulari. Fonte: (Cellule U-251 MG)



1.3 Carcinoma mammario triplo negativo -TNBC

1.3.1 Epidemiologia e caratteristiche biologiche

Il carcinoma mammario triplo negativo ¢ una forma di tumore alla mammella caratterizzata
dall’assenza dei recettori per gli estrogeni (ER) e per il progesterone (PR) e dalla mancata
sovraespressione o amplificazione del recettore 2 del fattore di crescita epidermico umano HER2

(Boyle, 2012).

A livello globale il TNBC rappresenta circa il 10-15% di tutti i casi di carcinoma mammario (Karim
et al., 2023), con una frequenza che puo variare in base alle caratteristiche della popolazione: secondo
i dati del programma statunitense SEER, ad esempio, questo sottotipo ¢ piu frequente tra le donne
giovani e le donne nere non ispaniche (Howlader et al., 2014). Tra 1 fattori di rischio piu importanti
rientrano le mutazioni germinali dei geni BRCA1 e BRCA2. Infatti, ¢ stato osservato che circa il 70%
dei tumori della mammella che insorgono nelle persone portatrici di queste mutazioni ¢ di tipo triplo
negativo, con una maggiore associazione alle mutazioni di BRCAI rispetto a BRCA2 (Kim & Choi,

2013).

Dal punto di vista clinico, il TNBC presenta generalmente un comportamento piu aggressivo rispetto
ad altri tipi di carcinoma mammario. Infatti, le pazienti affette presentano un rischio piu elevato di
sviluppare recidive e una maggiore probabilita di morte, soprattutto nei primi cinque anni dalla
diagnosi. Inoltre, il rischio di sviluppare recidive raggiunge il valore massimo intorno al terzo anno
per poi diminuire progressivamente, mostrando un andamento diverso rispetto a quello osservato nei

tumori non triplo negativi (Dent et al., 2007).

I1 TNBC ¢ inoltre caratterizzato da una marcata eterogeneita biologica e molecolare, che si traduce
nell’attivazione di specifiche vie cellulari e a una differente sensibilita ai trattamenti (Lehmann et al.,
2011). Nello specifico, 1'analisi del profilo di espressione genica ha permesso di identificare sei
distinti sottotipi molecolari di TNBC: due forme basal-like, un sottotipo immunomodulatorio, uno
mesenchimale, uno mesenchimale stem-like e uno caratterizzato dalla presenza del recettore degli
androgeni (Lehmann et al., 2011). Questa complessita spiega perche il termine TNBC non sia
perfettamente sovrapponibile alla definizione di sottotipo basal-like, sebbene 1 due concetti vengano
spesso usati come sinonimi. Il TNBC viene infatti identificato sulla base dell’assenza di ER, PR ¢
HER2, mentre il sottotipo basal-like si basa sull’analisi dell’espressione di un insieme pit ampio di
geni. Di conseguenza, sebbene la maggior parte dei tumori basal-like mostri un fenotipo triplo

negativo, una quota di TNBC ricade in differenti sottotipi molecolari (Koboldt et al., 2012).
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Nel complesso, questa elevata eterogeneita rende difficile lo sviluppo di trattamenti efficaci per tutte

le forme di TNBC (Koboldt et al., 2012; Lehmann et al., 2011).

1.3.2 Prognosi e limiti delle terapie disponibili

Poiché¢ il TNBC ¢ privo dell’espressione di ER, PR e HER2, non pud essere trattato né con le terapie
endocrine né con farmaci diretti specificatamente contro HER2. Per questo motivo, la chemioterapia
rappresenta il principale approccio terapeutico per questo tipo di tumore, anche se il rischio di recidive
rimane presente (Dent et al., 2007; Schmid et al., 2022). Negli ultimi anni pero sono state sviluppate
nuove strategie terapeutiche con 1’obiettivo di ampliare le opzioni di trattamento per le pazienti
affette. Tra queste, il pembrolizumab, un anticorpo monoclonale diretto contro PD-1, blocca
I’interazione del recettore con i suoi ligandi, favorendo I’attivazione della risposta immunitaria
mediata dai linfociti T nei confronti delle cellule tumorali e migliorando 1’esito della chemioterapia
adiuvante (Schmid et al., 2022). Un’altra importante opzione terapeutica & rappresentata da olaparib,
un inibitore di PARP utilizzato nelle pazienti con mutazioni germinali dei geni BRCA1 o BRCA2,
nelle quali il difetto della ricombinazione omologa rende le cellule tumorali maggiormente dipendenti
da sistemi alternativi di riparazione del DNA mediati da PARP (Robson et al., 2017). Infine, il
sacituzumab govitecan, un anticorpo coniugato a un farmaco citotossico diretto contro la proteina
Trop-2, espressa sulla superficie di molte cellule tumorali, consente il rilascio selettivo di un agente
citotossico nelle cellule bersaglio ed ¢ indicato per il trattamento delle forme metastatiche di TNBC

in pazienti gia sottoposte a precedenti terapie (Bardia et al., 2021).

Nonostante questi progressi, le nuove terapie presentano ancora alcuni limiti. La loro efficacia
dipende, infatti, dalla presenza di specifici biomarcatori, come 1’espressione di PD-L1 o le mutazioni
di BRCA1 e BRCAZ2. Inoltre, I’eterogeneita del TNBC fa si che tumori apparentemente simili possano
attivare vie molecolari differenti e rispondere in modo diverso allo stesso trattamento. Per questo
motivo rimane fondamentale identificare nuove sostanze capaci di agire su processi fondamentali per
la sopravvivenza delle cellule tumorali, come la proliferazione, la capacita clonogenica e la

regolazione dell’apoptosi (Cortes et al., 2022; Lehmann et al., 2011; Robson et al., 2017).



1.3.3 La linea cellulare 4T1 come modello sperimentale

La linea 4T1 deriva da un tumore mammario spontaneo sviluppatosi in un topo BALB/c femmina ed
¢ caratterizzato da una forte aggressivita e da un’elevata capacita invasiva e metastatica (Figura 2)
(Aslakson & Miller, 1992). Questa linea cellulare viene frequentemente utilizzata anche nei modelli
in vivo, poiché le cellule 4T1 possono essere impiantate in topi BALB/c immunocompetenti,
permettendo cosi di studiare la crescita tumorale e la diffusione metastatica in presenza di un sistema

immunitario funzionante (Pulaski & Ostrand-Rosenberg, 2000).

Dal punto di vita molecolare, le cellule 4T1 presentano caratteristiche comuni al TNBC umano, tra
cui la bassa espressione degli omologhi murini dei recettori ER, PR ¢ HER2 (Esrl, Pgr ¢ Erbb2
rispettivamente), oltre all’alterazione dei geni coinvolti nella progressione tumorale, come Trp53 e

Pik3g (Schrors et al., 2020).

Il modello 4T1 comporta tuttavia alcune limitazioni metodologiche e biologiche. Da un lato, 1'origine
murina non riproduce fedelmente l'eterogeneita genetica e molecolare del TNBC umano, richiedendo
un riscontro su modelli umani di maggior complessita (Schrors et al., 2020). Dall'altro, la crescita in
monolayer (2D) non riflette la fisiopatologia tridimensionale, la quale condiziona in modo
significativo la proliferazione e la farmacoresistenza cellulare (Mahmoudzadeh et al., 2016). Pur a
fronte di tali limiti, la linea 4T1 si conferma un modello idoneo per uno screening iniziale dell'attivita
citotossica, pro-apoptotica e antiproliferativa di estratti, nonostante la necessitd di ulteriori
approfondimenti su modelli maggiormente rappresentativi del contesto clinico (Mahmoudzadeh et

al., 2016; Schrors et al., 2020).
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High Density

Figura 2: Cellule di carcinoma mammario murino 4T1, osservate in microscopia a contrasto di fase,

con morfologia aderente ed epitelioide. Fonte: (4T1 - CRL-2539 | ATCC)

1.4 Sottoprodotti di Vitis vinifera come fonte di composti bioattivi

1.4.1 Vitis vinifera e i sottoprodotti della filiera vitivinicola

La coltivazione di Vitis vinifera e la produzione del vino generano ogni anno una quantita rilevante
di materiale vegetale che non entra nel prodotto finale, derivante sia dalle attivita svolte nel vigneto
sia dalle diverse fasi della vinificazione. Nel primo caso rientrano tralci rimossi durante la potatura,
mentre in cantina vengono prodotti vinacce e fecce. Questi materiali, un tempo considerati semplici
scarti, oggi sono definiti sottoprodotti in quanto possono essere impiegati in ambito alimentare,

cosmetico e farmaceutico (Jara-Palacios et al., 2014; Spinelli et al., 2012).

Questi sottoprodotti si differenziano in base all’origine e alla loro composizione, ma condividono la
presenza di molecole biologicamente attive, appartenenti soprattutto alle classi dei flavanoli, dei
flavonoli e degli acidi fenolici (Jara-Palacios et al., 2014). I tralci di potatura (vine shoots) sono i rami
lignificati della vite eliminati durante la potatura (Jara-Palacios et al., 2014; Noviello et al., 2022;
Peixoto et al., 2018; Reis et al., 2016). I raspi (grape stems), generalmente separati dagli acini durante
la diraspatura, costituiscono la parte legnosa del grappolo e possono contenere catechina, acidi

fenolici, derivati della quercetina e alcuni stilbeni (Figura 3). Le vinacce, invece, sono formate da
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bucce e vinaccioli rimasti dopo la pressatura e possono contenere anche una parte dei raspi. In
particolare, i vinaccioli sono ricchi di catechina, epicatechina e proantocianidine, mentre le bucce
contengono flavonoli e, nel caso delle uve rosse, antociani (Figura 3). Le fecce, a differenza delle
vinacce, si formano come deposito sul fondo dei recipienti durante e dopo la fermentazione, e sono
costituite da lieviti, residui cellulari e sostanze provenienti dall’uva (Figura 3). Differenze importanti
sono state osservate anche tra vinacce ¢ fecce ottenute dalla stessa varieta: nella cultivar Pinot Noir,
ad esempio, i flavonoidi rappresentano la principale classe fenolica delle vinacce, con la catechina
come composto piu abbondante, mentre nelle fecce prevalevano i flavonoidi, in particolare la

quercetina.

Il recupero di tutti questi sottoprodotti si inserisce nel concetto di economia circolare, secondo il quale
un materiale residuo di una filiera puo diventare la materia prima di un nuovo processo produttivo.
Nel settore vitivinicolo questo approccio puo contribuire a ridurre la quantita di biomassa da smaltire
e, allo stesso tempo, permettere 1’ottenimento di estratti, fibre, oli, pigmenti ¢ molecole bioattive ad
alto valore aggiunto, purché si sviluppino procedure di estrazione riproducibili (Peixoto et al., 2018;

Spinelli et al., 2012).

Figura 3: Principali sottoprodotti della filiera vitinicola: vinacce (sinistra), raspi (centro) e fecce
(destra), potenziali fonti di composti fenolici bioattivi. Fonte: (Grape leaves and vine shoots |
Feedipedia; The Story of an All-Italian Masterpiece, 2023; Wine 101: Barrel Fermentation |
Wollersheim Winery, Distillery & Bistro)
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1.4.2 Valorizzazione del legno di potatura

Tra i1 sottoprodotti del vigneto, il legno di potatura rappresenta una delle fonti di biomassa piu
abbondanti: in uno studio condotto su 17 vigneti dell’Italia settentrionale e centrale la quantita di
residuo effettivamente recuperabile era pari, in media, a circa una tonnellata di sostanza secca per

ettaro (Spinelli et al., 2012).

La potatura viene eseguita periodicamente per rimuovere 1 tralci lignificati dell’anno precedente al
fine di controllare la crescita della vite e mantenere un equilibrio tra sviluppo vegetativo e produzione
dell’uva (Spinelli et al., 2012). Successivamente, i tralci possono essere lasciati nel vigneto, triturati
e incorporati nel terreno oppure raccolti e utilizzati come biomassa energetica. In alcuni casi vengono
anche bruciati, una pratica che, oltre ad avere un impatto ambientale negativo, non sfrutta le molecole

a maggiore valore aggiunto presenti nel tessuto vegetale (Noviello et al., 2022; Spinelli et al., 2012).

Diversi studi hanno, infatti, evidenziato che il legno di potatura non ¢ costituito solo da cellulosa,
emicellulosa e lignina, ma anche da una frazione di metaboliti secondari come composti fenolici e,
soprattutto, stilbeni. Rispetto alle vinacce e ai raspi, 1 tralci lignificati possono contenere
concentrazioni elevate di (E)-resveratrolo e dei suoi derivati oligomerici, rendendo quindi il legno di
potatura una possibile materia prima per ottenere estratti con attivita antiossidante, antimicrobica e

antiproliferativa (Noviello et al., 2022; Squillaci et al., 2022).

E importante notare che la quantita e la qualita dei composti bioattivi ottenibili dal legno di potatura
dipendono da numerosi fattori, che vanno dalle caratteristiche intrinseche della pianta fino alle
condizioni sperimentali adottate durante la preparazione del materiale e ’estrazione (Cebrian et al.,

2017; Jiménez-Moreno et al., 2019; Kosovi¢ et al., 2020; Noviello et al., 2022).

In particolare, ¢ stato osservato che il tempo che intercorre tra la potatura e 1’estrazione puo
modificare la composizione finale dell’estratto: in uno studio condotto sui tralci delle cultivar Airén
e Cencibel, il contenuto di diversi composti fenolici e volatili € stato valutato dopo uno, tre e sei mesi
di conservazione, risultando complessivamente piu elevato dopo sei mesi rispetto ai tempi piu brevi,

anche se I’andamento variava tra le due cultivar e tra le singole molecole (Cebrian et al., 2017).

Oltre a questo, anche le condizioni di essiccazione, esposizione alla luce, temperatura e conservazione
possono modificare la stabilita delle molecole bioattive, come ad esempio (E)-resveratrolo e
viniferine. In particolare, le temperature elevate possono facilitare il rilascio di alcuni stilbeni dalla

matrice vegetale, ma se I’esposizione si prolunga rischiano di danneggiarli o degradarli; la luce,
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invece, puo causare fenomeni di isomerizzazione, cio¢ il passaggio dalla forma trans alla forma cis,

modificando il profilo dell’estratto (Kosovic et al., 2020).

Anche la modalita di estrazione ha un ruolo determinante, poiché i diversi metaboliti presenti nel
legno hanno polarita e solubilita differenti e non possono essere recuperati tutti nello stesso modo.
Per questo motivo, fattori come la natura del solvente, la percentuale di acqua, la temperatura, il
rapporto tra matrice e solvente e la durata del contatto influenzano non solo la quantita totale di

composti estratti ma anche il rapporto tra le diverse molecole (Jiménez-Moreno et al., 2019).

Nel complesso, la valorizzazione del legno di potatura richiede di prestare attenzione a tutto il
processo, controllando raccolta, conservazione, essiccazione, macinazione, estrazione ¢

caratterizzazione chimica, perché ognuna di queste fasi pud modificare il prodotto finale.

1.4.3 Principali metaboliti bioattivi: polifenoli e stilbeni

I polifenoli sono metaboliti secondari prodotti dalle piante e comprendono un gruppo molto ampio di
molecole accomunate dalla presenza di uno o piu anelli aromatici legati a gruppi ossidrilici. Tra le
principali classi presenti nei sottoprodotti vitivinicoli sono presenti gli acidi fenolici, i flavanoli, i
flavonoli, gli antociani, le proantocianidine e gli stilbeni, molecole che nella vite svolgono diverse
funzioni, tra cui la protezione dai raggi ultravioletti, la difesa dai patogeni, la risposta agli stress, e la
regolazione di alcuni processi di sviluppo (Jara-Palacios et al., 2014; Noviello et al., 2022). In
particolare, tra i flavanoli si trovano la catechina ed epicatechina, che possono essere presenti come
molecole singole oppure unirsi tra loro per formare proantocianidine e tannini condensati. Tra 1
flavonoli sono frequenti la quercetina e i1 suoi derivati glicosilati, mentre tra gli acidi fenolici sono
stati identificati acido gallico, acido caftarico, acido caffeico e acido ferulico. Gli antociani, infine,
sono i pigmenti responsabili della colorazione rossa e violacea dell’uva e si trovano prevalentemente

nelle bucce di qualita di vite dal chicco rosso (Jara-Palacios et al., 2014; Peixoto et al., 2018).

L’interesse verso i polifenoli deriva dalla loro capacita di interagire con le specie reattive e di limitare
alcuni processi ossidativi, un’attivita che viene di norma valutata mediante saggi DPPH e FRAP,
oppure misurando direttamente 1 livelli di ROS nelle cellule trattate (Jiménez-Moreno et al., 2019).
Accanto alle proprieta antiossidanti, 1 polifenoli hanno dimostrato di influenzare anche processi
chiave coinvolti nella sopravvivenza delle cellule tumorali, come la proliferazione e I’apoptosi. In
particolare, una frazione ricca di polifenoli ottenuta dal legno di potatura della cultivar Greco,

composta principalmente da procianidine e stilbenoidi, ha evidenziato un effetto citotossico su due
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linee di carcinoma squamoso della testa e del collo (Squillaci et al., 2022). Il trattamento ha causato
I’arresto del ciclo cellulare e ha attivato la via apoptotica, come indicato dall’aumento del rapporto

Bax/Bcl-2, dall’attivazione delle caspasi e dalla degradazione di PARP-1 (Squillaci et al., 2022).

Tra 1 polifenoli rientra anche una famiglia piu ristretta, quella degli stilbeni, definiti fitoalessine
perché sono molecole che vengono prodotte soprattutto in risposta a condizioni di stress, come
infezioni da patogeni, esposizione ai raggi ultravioletti o danni meccanici (Chang et al., 2011). La
loro produzione rappresenta quindi un importante meccanismo di difesa, che viene attivato e
modulato in funzione delle condizioni ambientali (Dercks & Creasy, 1989). Il principale composto di
questa famiglia ¢ 1’(E)-resveratrolo, che costituisce il precursore di molti derivati, tra cui forme

metilate, glicosilate oppure dimeri e oligomeri piu complessi (Chang et al., 2011).

1.4.4 (E)-resveratrolo e (E)-¢-viniferina

Tra gli stilbeni identificati nel legno di potatura, I’(E)-resveratrolo e la e-viniferina rappresentano 1
composti piu abbondanti (Noviello et al., 2022), motivo per cui la loro struttura e la loro attivita

biologica vengono approfondite di seguito.

L’(E)-resveratrolo, noto anche come trans-resveratrolo, € uno stilbene monomerico costituito da due
anelli aromatici collegati da un doppio legame (Figura 4). La lettera E indica la disposizione dei
gruppi ai lati del doppio legame e corrisponde alla configurazione frans della molecola, la forma
predominante nei tralci di vite, anche se I’(E)-resveratrolo pud essere presente anche nella
configurazione cis. Inoltre, I’(E)-resveratrolo puo essere glicosilato dando origine al piceide oppure
andare incontro a reazioni di ossidazione e accoppiamento tra piu unita che portano alla formazione

di strutture piu complesse, come dimeri e oligomeri (Kosovi¢ et al., 2020; Noviello et al., 2022).

Gli effetti dell’(E)-resveratrolo sono stati studiati in numerosi modelli cellulari tumorali per
verificarne la capacita di interferire con la proliferazione cellulare. In uno studio condotto su diverse
linee tumorali umane, tra cui A431(carcinoma epidermoide), MCF-7 (carcinoma mammario), SW480
(carcinoma del colon), U-87MG (GBM), HL-60 (leucemia promielocitica acuta), ¢ stato osservato
che la funzione dell’(E)-resveratrolo variava in funzione delle diverse linee cellulari: ad esempio, le
linee HL-60 e A431 risultavano particolarmente sensibili all’induzione dell’apoptosi, mentre nelle
linee cellulari MCF-7, SW480 e U-87MG prevalevano I’inibizione della proliferazione e ’arresto del

ciclo cellulare in fase S, con un’induzione meno marcata dell’apoptosi. Oltre a questo, ¢ stato anche
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osservato che per ottenere questi effetti sono necessari concentrazioni relativamente diverse di (E)-

resveratrolo nelle diverse linee (Joe et al., 2002).

OH
|‘ HO
Sh

OH OH

OH trans-Resveratrol cis-Resveratrol

Figura 4: Struttura chimica planare del trans-resveratrolo e cis- resveratrolo. Fonte: (Berretta et al.,

2020).

La (E)-e-viniferina ¢ una molecola formata dall’unione di due unita di (E)-resveratrolo, attraverso un
processo di dimerizzazione che ne modifica la struttura tridimensionale e le proprieta chimiche
rispetto al composto di partenza (Figura 5) (Fuloria et al., 2022). Questa modifica strutturale si riflette
anche a livello biologico: in uno studio condotto su due linee di melanoma umano, I’e-viniferina ha
presentato valori di ICso inferiori rispetto al (E)- resveratrolo, risultando quindi piu efficace nel ridurre

la vitalita cellulare nelle condizioni sperimentali (Nivelle et al., 2017).

Inoltre, oltre a (E)- resveratrolo e e-viniferina, negli estratti ottenuti da tralci di vite sono stati
identificati anche altri oligomeri del (E)- resveratrolo, con diverso grado di polimerizzazione, come
r2-viniferina, hopeafenolo, pallidolo e miyabenolo C, alcuni dei quali hanno mostrato attivita

antiproliferativa quando isolati e analizzati separatamente (Macke et al., 2012).

Figura 5: struttura chimica planare della (E)-e-viniferina. Fonte: (trans-epsilon-Viniferin | CAS
62218-08-0 | Cayman Chemical | Biomol.com)
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1.4.5 Fitocomplesso e possibili interazioni tra i metaboliti

A differenza dei farmaci di sintesi, un estratto vegetale ¢ caratterizzato dal fitocomplesso: una miscela
naturale, complessa e articolata di molteplici sostanze chimiche presenti in concentrazioni differenti.
Questa natura multicomponente garantisce che l'attivita biologica dell'estratto non sia riconducibile a
un singolo principio attivo, bensi all'azione coordinata e sinergica di tutte le sue componenti (Wagner,
2011). Nel caso del legno di potatura, il fitocomplesso pud comprendere (E)- resveratrolo, viniferine,
altri oligostilbeni, flavonoidi, acidi fenolici e numerosi metaboliti presenti in quantita minori (Goufo
et al., 2020). In questo caso, la presenza contemporanea di numerose molecole bioattive suggerisce
che la risposta biologica osservata possa derivare dall’azione combinata di queste molecole piuttosto
che dall’attivita di un singolo metabolita. Inoltre, la composizione del fitocomplesso puo variare in
funzione della cultivar, delle condizioni ambientali e del metodo di estrazione, fattori che influenzano

il profilo dei metaboliti presenti e, quindi, le proprieta biologiche dell’estratto (Williamson, 2001).

In particolare, le interazioni che si instaurano tra i metaboliti possono essere additive, quando 1’effetto
finale corrisponde alla somma degli effetti individuali, sinergiche, quando 1’associazione produce un
effetto superiore a quello atteso, oppure antagoniste, quando un composto riduce 1’attivita dell’altro

(Williamson, 2001).

Sulla base di queste osservazioni, per comprendere il contributo dei diversi componenti del
fitocomplesso € necessario confrontare 1’estratto completo con i singoli composti isolati e/o con
frazioni dalle quali alcune molecole sono state rimosse. Questo approccio permette di capire se
I’attivita dipende soprattutto da qualche metabolita maggioritario oppure se viene mantenuta anche
in sua assenza grazie agli altri componenti. E proprio su questo principio che si basa il confronto
svolto nel presente lavoro tra I’estratto 3A, I’(E)-resveratrolo, la (E)-e-viniferina e la frazione 3B
(ovvero I’estratto 3A privato dei due stilbeni principali, cio¢ (E)-resveratrolo e (E)-g-viniferina). Tale
confronto permette di valutare il contributo delle molecole senza perdere di vista il possibile ruolo

dell’intero fitocomplesso.

1.5 Meccanismi molecolari coinvolti nelle attivita biologiche degli estratti di Vitis vinifera

I meccanismi molecolari attraverso cui gli estratti di Vitis vinifera esercitano le loro attivita biologiche
sono stati studiati da diversi lavori, alcuni dei quali sopracitati, che ne hanno mostrato sia 1’effetto

antitumorale che quello antiossidante. Per quanto riguarda l'attivita antitumorale, 1'attenzione si ¢
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concentrata principalmente sulla capacita di indurre apoptosi attraverso la via intrinseca, processo il
cui esito dipende dall'equilibrio tra proteine pro- e anti-apoptotiche, e si conclude con l'attivazione
della caspasi-3. Oltre a questo meccanismo, gli estratti di Vitis vinifera sono stati descritti anche per
la loro capacita di contrastare lo stress ossidativo, contribuendo cosi a proteggere le cellule sane. Nei
paragrafi seguenti vengono quindi approfonditi questi meccanismi, uno per uno, per fornire una base
utile a interpretare i risultati sperimentali ottenuti in questo lavoro di tesi (Jiménez-Moreno et al.,

2019; Joe et al., 2002; Montané et al., 2020; Squillaci et al., 2022)

1.5.1 Apoptosi: la via intrinseca

L’apoptosi € un processo di morte cellulare programmata finemente regolata dall’espressione di geni
specifici, con lo scopo di eliminare cellule danneggiate, superflue o potenzialmente pericolose senza
causare una risposta infiammatoria nei tessuti circostanti (Wimmer et al., 2020). Oltre alla via
estrinseca, attivata in seguito all’interazione tra ligandi della famiglia TNF (tumor necrosis factor) e
rispettivi recettori di morte (Elmore, 2007), I’apoptosi puo essere attivata anche dalla via intrinseca
che riveste un ruolo centrale nella risposta delle cellule tumorali a numerosi stimoli citotossici, inclusi
quelli derivanti da composti di origine naturale. Questa via viene attivata normalmente quanto la
cellula ¢ sottoposta a condizioni di stress intracellulari, come il danno al DNA, lo stress ossidativo o
la deprivazione di fattori di crescita. Questi stimoli causano la permeabilizzazione della membrana
mitocondriale esterna e il successivo rilascio di citocromo c nel citosol, dove assume la funzione di
segnale pro-apoptotico (Mcllwain et al., 2013). Una volta rilasciato, il citocromo ¢ si lega al fattore
Apaf-1 e alla pro-caspasi-9, dando origine all’apoptosoma, un complesso multiproteico che, mediante
taglio proteolitico, innesca I’attivazione a cascata delle caspasi effettrici, responsabili dell’attivazione

del programma apoptotico (Mcllwain et al., 2013; Steiner & Lang, 2017).

1.5.2 11 ruolo del rapporto Bax/Bcl-2

La permeabilizzazione della membrana mitocondriale esterna dipende principalmente dall’equilibrio
tra le proteine pro-apoptotiche e anti-apoptotiche appartenenti alla famiglia delle proteine Bcl-2 e
rappresenta un evento chiave della via intrinseca. Bax ¢ il principale effettore pro-apoptotico e agisce
stimolando la formazione di pori nella membrana mitocondriale, mentre Bcl-2 ha un’azione anti-

apoptotica per cui agisce contrastando 1’attivita di Bax al fine di preservare 1’integrita della membrana

18



(Pawlowski & Kraft, 2000). Siccome il risultato di questo bilanciamento dipende dal rapporto relativo
tra le due proteine piu che dalla loro espressione assoluta, il rapporto Bax/Bcl-2 viene comunemente
utilizzato come indicatore per valutare lo stato apoptotico della cellula. L’aumento di questo rapporto
riflette uno spostamento dell’equilibrio verso la permeabilizzazione della membrana mitocondriale e
la conseguente attivazione delle caspasi a valle, mentre valori piu bassi indicando una tendenza della
cellula a resistere all’apoptosi (Gao & Wang, 2009; Putri & Z, 2025; Qian et al., 2022). Un aumento
del rapporto Bax/Bcl-2 in risposta al relativo trattamento antitumorale e pro-apoptotico ¢ stato
descritto in numerosi contesti sperimentali, tra cui modelli di glioma trattati con composti di origine
naturale (Du et al., 2014), linee di melanoma (Raisova et al., 2001) e modelli murini di patologia
autoimmune (Salakou et al., 2007), a conferma della sua validita come marcatore trasversale

dell’attivazione della via intrinseca.

1.5.3 Attivazione della caspasi-3 come evento terminale dell’apoptosi

L’attivazione delle caspasi effettrici, tra cui la caspasi-3, considerata il principale effettore della fase
esecutiva del processo, rappresenta I’evento conclusivo della via apoptotica intrinseca (Mcllwain et
al., 2013). Infatti, la pro-caspasi-9, attivata mediante taglio proteolitico in seguito alla formazione
dell’apoptosoma, agisce a sua volta trasformando la pro-caspasi-3 nella sua forma clivata e
cataliticamente attiva. La caspasi-3 clivata, a sua volta, esercita la propria attivita proteolitica su un
ampio numero di substrati intracellulari, tra cui PARP-1, la cui degradazione compromette i
meccanismi di riparazione del DNA, oltre a diverse proteine strutturali e nucleari, portando alla
frammentazione del DNA, alla condensazione della cromatina e infine alla formazione dei corpi
apoptotici, tipici di questo tipo di morte cellulare (Mcllwain et al., 2013; Wimmer et al., 2020). Per
questo motivo, ’espressione della caspasi-3 clivata ¢ considerata un marcatore attendibile per
confermare 1’attivazione dell’apoptosi indotta da trattamento, come descritto anche per estratti
polifenolici derivati da sottoprodotti vitivinicoli, nei quali I’aumento dell’attivita delle caspasi ¢

accompagnato alla degradazione di PARP-1 (Squillaci et al., 2022).
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1.5.4 Attivita antiossidante

Oltre all’attivita antitumorale, gli estratti di Vitis vinifera sono ampiamente descritti in letteratura per
la loro capacita di modulare lo stress ossidativo. Questa condizione ¢ causata da uno squilibrio tra la
produzione di specie reattive dell’ossigeno (ROS) e le difese antiossidanti cellulari, che puo causare
danni a lipidi, proteine ¢ DNA e, se non viene contrastata, contribuire all’insorgenza e alla
progressione di numerose patologie, incluse quelle neoplastiche (Jiménez-Moreno et al., 2019).
L’attivita antiossidante dei composti fenolici ¢ dovuta principalmente alla loro struttura chimica,
caratterizzata dalla presenza di gruppi ossidrilici capaci di donare elettroni o atomi di idrogeno alle

specie reattive al fine di neutralizzarle (Jara-Palacios et al., 2014).

Lattivita antiossidante ¢ stata dimostrata da diversi studi condotti su estratti ottenuti da sottoprodotti
della filiera vitivinicola: gli estratti derivati dai raspi della vite, ad esempio, hanno mostrato una buona
capacita di neutralizzare i radicali liberi in test di laboratorio, legata alla quantita di composti fenolici
presenti (Jiménez-Moreno et al., 2019; Quero et al., 2021). Anche I’(E)-resveratrolo ¢ stato
ampiamente descritto per le sue proprieta antiossidanti, che ne hanno favorito I’impiego in ambiti
diversi, dove contribuisce a contrastare il danno ossidativo cutaneo indotto dai raggi ultravioletti e

dall’inquinamento (Ratz-Lyko & Arct, 2019).

E interessante notare che la risposta allo stress ossidativo, indotta dai polifenoli di Vitis vinifera, pud
variare in funzione del tipo cellulare: nelle cellule non tumorali contrastano I’accumulo di ROS e
preservano la vitalita, mentre in alcuni modelli di cellule tumorali hanno un effetto opposto, in quanto
causano un aumento dei livelli di ROS che contribuisce all’attivazione di meccanismi di morte
cellulare (Farman et al., 2026; Jia et al., 2021). Questa duplice natura, antiossidante nelle cellule sane
e pro-ossidante in specifici contesti tumorali, rende I’analisi dell’attivita antiossidante uno strumento
utile non solo per valutare il potenziale protettivo degli estratti nei confronti delle cellule non

tumorali, ma anche per approfondire i meccanismi alla base della loro selettivita d’azione.
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2. SCOPO DEL LAVORO

La ricerca oncologica € oggi orientata verso l'identificazione di nuove molecole in grado di esercitare
un'attivita antitumorale selettiva, limitando al contempo gli effetti citotossici nei confronti delle
cellule sane. In questo contesto, i prodotti naturali rappresentano una delle principali fonti di composti
bioattivi, grazie alla loro elevata diversita strutturale e alla capacita di modulare simultaneamente
molteplici bersagli molecolari coinvolti nella progressione tumorale. Tuttavia, nella maggior parte
dei casi, l'attivita biologica degli estratti vegetali viene attribuita esclusivamente ai metaboliti
maggioritari, mentre il possibile contributo dei composti minoritari e delle loro interazioni all'interno

del fitocomplesso rimane ancora poco definito.

Il presente lavoro di tesi si inserisce nell'ambito delle attivita di ricerca del progetto NODES (Nord
Ovest Digitale E Sostenibile), con particolare riferimento allo Spoke 6 (Azienda Primaria e
Sostenibilitd). Lo Spoke 6 promuove lo sviluppo di processi sostenibili e 1'adozione di modelli di
economia circolare nelle filiere agroalimentari del territorio. In tale quadro, la valorizzazione dei
sottoprodotti della filiera vitivinicola costituisce un'opportunita di grande interesse, combinando la
riduzione dell'impatto ambientale legato allo smaltimento degli scarti agricoli con I'identificazione di

biomolecole ad alto valore terapeutico.

Partendo da queste premesse, il presente lavoro di tesi ha avuto lo scopo di approfondire il potenziale
biologico degli estratti ottenuti dal legno di potatura di Vitis vinifera, un sottoprodotto della filiera
vitivinicola attualmente scarsamente valorizzato ma caratterizzato dalla presenza di numerosi
metaboliti bioattivi. In particolare, lo studio ¢ iniziato selezionando quale tra i vari estratti ottenuti da
parte del MedChemLab del Dipartimento di Scienze del Farmaco dell’Universita di Pavia avesse la
maggiore attivitd antitumorale ed ¢ proseguito indagando se la sua attivita antitumorale fosse
riconducibile esclusivamente ai due principali stilbeni contenuti, (E)-resveratrolo ed (E)-e-viniferina,

oppure se dipendesse anche da altri metaboliti secondari.

A tale scopo ¢ stata valutata l'attivita citotossica di diversi estratti in modelli cellulari di glioblastoma
(U251) e carcinoma mammario triplo negativo (4T1), confrontandola con quella osservata in linee
cellulari non tumorali (WI38 e HaCaT), al fine di definirne la selettivita d'azione nei confronti dei
modelli tumorali. Successivamente, mediante il confronto tra l'estratto 3A e la sua frazione 3B, privata
dei due principali stilbeni, ¢ stato analizzato il contributo di tali composti all'attivita biologica
complessiva. Infine, sono stati approfonditi i1 principali meccanismi coinvolti nell'effetto

antitumorale, valutando la capacita degli estratti di interferire con la proliferazione a lungo termine,
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di indurre apoptosi attraverso la modulazione del rapporto Bax/Bcl-2 e dell'attivazione della caspasi-

3, nonché di proteggere le cellule non tumorali dallo stress ossidativo.
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3. MATERIALI E METODI

3.1 Materiale vegetale

Il materiale vegetale utilizzato per ottenere gli estratti in questo lavoro di tesi € rappresentato da tralci
lignificati di Vitis vinifera cv Pinot. I campioni sono stati prelevati da viti di 16 anni presso il vigneto
DISAFA dell’Universita degli Studi di Torino a Grugliasco. La tipologia di coltivazione adottata per
la crescita delle viti ¢ la controspalliera con potatura Guyot in terreno dalla composizione sabbiosa,
il quale favorisce il drenaggio rapido dell’acqua in eccesso e risulta determinante per preservare lo

stato fitosanitario e la salute generale del vigneto (Leeuwen et al., 2018).

Dopo la raccolta, il materiale vegetale ¢ stato inizialmente pulito, poi tagliato in piccole porzioni e
infine essiccato in stufa ventilata a 35°C fino al raggiungimento di un peso costante. Il materiale
vegetale essiccato ¢ stato quindi macinato per ottenere una polvere fine che ¢ stata conservata in

ambiente controllato, al riparo dalla luce e dall’umidita.

3.2 Procedura di estrazione

Il legno di potatura di Vitis vinifera cv Pinot Noir ¢ stato estratto grazie a un processo di macerazione
dinamica, effettuato dal MedChemLab del Dipartimento di Scienze del Farmaco presso I’Universita
degli Studi di Pavia. In particolare, il processo estrattivo ¢ stato condotto in modalita sequenziale,
mantenendo il materiale vegetale e il solvente in continua agitazione al fine di massimizzare il
contatto tra matrice e solvente e velocizzando 1’estrazione dei composti solubili. Al fine di isolare
selettivamente classi di composti con differenti proprieta chimico-fisiche, sono stati utilizzati solventi
organici a polarita crescente (Pereira et al., 2018). Tali solventi sono: n-esano (solvente 1),
diclorometano (solvente 2), acetato di etile (solvente 3) e una miscela idroalcolica di acqua ed etanolo

in rapporto 50:50 (v/v, solvente 4).

In particolare, per ogni fase estrattiva, 40 g di matrice legnosa, precedentemente sottoposta a
macinazione fine, sono stati sospesi in 400 ml di solvente, mantenendo un rapporto matrice/solvente
costante di 1:10 (w/v). La miscela ¢ stata posta in agitazione dinamica per due ore a temperatura
ambiente. Per ogni solvente sono stati eseguiti tre cicli di macerazione, reimpiegando in ogni step la

matrice solida residua derivante dal ciclo precedente.
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Al termine di ciascun processo estrattivo € stata ottenuta una fase liquida costituita dal solvente e dai
soluti in esso solubilizzati. Per procedere all’isolamento dell’estratto grezzo, ¢ stato necessario
raccogliere le fasi liquide ottenute dai tre cicli trattati con il medesimo solvente e sottoporle ad
evaporazione per eliminare il solvente. Tale procedura di concentrazione ¢ stata replicata

sistematicamente per tutte le frazioni di solvente impiegate nel piano sperimentale.

3.3 Linee cellulari

Le linee cellulari utilizzate per questo lavoro di tesi sono state:

- U251, cellule di GBM umano acquistate da Sigma-Aldrich (Milano, Italia);
- 4T1, cellule di TNBC acquistate da American Type Culture Collection (ATCC);
- WI-38, fibroblasti polmonari umani acquistati da ATCC;

- HaCat, cheratinociti umani immortalizzati della cute acquistati da ATCC.

Tutte le linee cellulari utilizzate sono state cresciute in adesione su superfici plastiche e coltivate in
flask da 75 cm? in terreni opportunamente formulati per rispondere al meglio alle diverse esigenze
metaboliche delle cellule. Le colture sono state utilizzate in condizioni sterili a 37°C e mantenute in
atmosfera umidificata contenente il 95% di aria e il 5% di CO.. 1l terreno di coltura ¢ stato sostituito
almeno due volte alla settimana al fine di garantire condizioni ottimali per il mantenimento e la
crescita cellulare. Al raggiungimento di una confluenza pari a circa 1’80%, le cellule sono state

sottoposte a passaggio (subcoltura).

In particolare, le cellule U251 sono state coltivate in Eagle's Minimum Essential Medium (EMEM)),
arricchito con il 10% di siero fetale bovino (FBS), 1'1% di L-glutammina, 1'1% di aminoacidi non
essenziali (NEAA), 1'1% di piruvato di sodio e 1'1% di penicillina/streptomicina. Le cellule 4T1 sono
state mantenute in RPMI 1640, integrato con il 10% di FBS, 1'% di L-glutammina e 1'1% di
penicillina/streptomicina. Per le cellule WI-38 ¢ stato impiegato il Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM), arricchito con il 10% di FBS, 1'% di L-glutammina, 1'1% di NEAA e I'1% di
penicillina/streptomicina. Le cellule HaCaT, invece, sono state coltivate in DMEM con il 10% di FBS

e 1'% di penicillina/streptomicina.

Tutti 1 reagenti utilizzati per la coltura cellulare sono stati acquistati da Gibco Life Technologies
(Europe BV, Bleiswijk, Paesi Bassi), Sigma-Aldrich (Milano, Italia) ed Euroclone S.p.A. (Pero,
Milano, Italia).
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3.4 Determinazione della citotossicita mediante saggi MTT e Trypan Blue

3.4.1 Saggio MTT

I saggio MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium bromide) ¢ un saggio
colorimetrico utilizzato per misurare la vitalita cellulare. L’analisi si basa sull’utilizzo di MTT, un
sale di tetrazolio dal colore giallo, che puo essere ridotto a formazano, una sostanza insolubile e dal
colore viola. Questa reazione avviene nei mitocondri di cellule metabolicamente attive, dove la
presenza di enzimi ossidoreduttasi NAD(P)H-dipendenti media la riduzione delI’MTT a formazano

(Stockert et al., 2018).

Per il saggio MTT le cellule sono state seminate ad una densita di 10.000 cellule per pozzetto in una
piastra da 96 pozzetti. Le piastre sono state successivamente incubate a 37°C in atmosfera umidificata
contenente il 5% di CO: per 24 ore, al fine di consentire 1’adesione delle cellule e il loro assestamento

prima del trattamento.

Il giorno successivo il terreno di coltura ¢ stato sostituito con terreno fresco contenente estratti,
disciolti in DMSO (madre 100 mg/ml), a 7 diverse concentrazioni: 0, 5, 25, 50, 75, 100 e 125 pg/ml.
A 24, 48 e 72 ore dall’esposizione agli estratti, a ogni pozzetto ¢ stato aggiunto il reagente MTT (20

ul di una soluzione 5 mg/ml) al riparo dalla luce.

Si ¢ quindi proceduto con I’incubazione delle piastre per 3 ore a 37°C in atmosfera umidificata (5%
CO3), per consentire il completamento della reazione enzimatica. Successivamente il terreno
contenente ’MTT ¢ stato rimosso e sono stati aggiunti 100 pl di DMSO a ogni pozzetto al fine di

solubilizzare 1 cristalli di formazano.

Infine, l'intensita colorimetrica della soluzione ¢ stata quantificata mediante la lettura dell'assorbanza
a 550 nm, utilizzando un lettore di micropiastre BioTek ELx808™. Infatti, il numero di cellule

metabolicamente attive ¢ direttamente proporzionale all’intensita del colore viola della soluzione.
L’esecuzione del saggio MTT ¢ riportata schematicamente nella Figura 6.

Dai valori ottenuti dal test MTT, ¢ stato possibile successivamente calcolare due parametri necessari

per definire la citotossicita degli estratti:

- 1Css, che rappresenta la concentrazione di estratto che riduce la vitalita cellulare del 25%
rispetto al controllo (pozzetto con 0 pg/ml di estratti);

- 1Cso, concentrazione di estratto che riduce la vitalita cellulare del 50% rispetto al controllo.
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Tutti gli esperimenti sono stati eseguiti in triplicato per garantire la riproducibilita e 1’affidabilita
statistica dei risultati ottenuti. Inoltre, per verificare che 1’azione citotossica fosse attribuibile agli
estratti e non al solvente utilizzato per la loro dissoluzione, ¢ stata allestita una condizione contente
cellule e DMSO a una concentrazione pari a quella contenuta nelle cellule trattate con la maggiore
concentrazione dell’estratto (125 pg/ml). Il confronto tra controllo e DMSO non ha evidenziato
differenze statisticamente significative per quanto riguarda la vitalita cellulare, dimostrando che gli

effetti citotossici sono attribuibili solo all’azione degli estratti testati.

(1) semina delle cellule (2) Aggiunta degli estratti (3) Aggiunta del reagente MTT
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Figura 6: Schema sperimentale del saggio MTT. (1) Le cellule vengono seminate in una piastra da
96 pozzetti (10,000 cell/pozzetto) e incubate per 24 ore. (2) Vengono aggiunti gli estratti e la piastra
viene incubata per 24 o0 48 o 72 ore. (3) Viene aggiunto I’MTT. (4) La piastra viene incubata per 3
ore al fine di favorire la riduzione dell’MTT a cristalli di formazano. (5) Viene misurata 1’assorbanza

a 550 nm mediante il lettore di micropiastre ELx808TM. Figura creata con BioRender.com
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3.4.2 Saggio Trypan Blue

Il saggio Trypan Blue ¢ un metodo basato sull’esclusione tintoriale, utilizzato per distinguere le
cellule vitali da quelle non vitali basandosi sulla permeabilita della loro membrana plasmatica. Le
cellule vive sono caratterizzate da una membrana cellulare integra che non permette I’ingresso del
colorante all’interno della cellula, e quindi risulteranno incolori. Al contrario, le cellule morte
risulteranno colorate di blu, perché presentano una membrana plasmatica danneggiata che permette
il passaggio del colorante trypan blue. Questo fenomeno di colorazione differenziale permette cosi il
conteggio e la quantificazione delle due popolazioni cellulari tramite microscopia. Successivamente,

per calcolare la vitalita cellulare si utilizza la seguente formula:

o Numero di cellule vive
Vitalita cellulare (%) = : x 100
Numero totale di cellule

(Strober, 2015)
Lo schema sperimentale del saggio in analisi ¢ rappresentato nella Figura 7.

Per 1l saggio trypan blue, le cellule sono state seminate su una piastra da 6 pozzetti alla densita di
250.000 cellule per pozzetto e lasciate stabilizzare pe 24 ore prima del trattamento. Gli estratti sono
stati somministrati alle concentrazioni di IC»s e ICso precedentemente calcolate grazie al saggio MTT.
Le concentrazioni sono state calcolate per ogni linea cellulare, tempo di esposizione ed estratto,
poiché la risposta citotossica puo variare in modo significativo a diversi tempi e tra diverse linee
cellulari. Successivamente, sfruttando la capacita del trypan blue di attraversare le membrane cellulari

danneggiate, ¢ stata valutata la vitalita cellulare dopo 24, 48, 72 ore di trattamento.

In particolare, le cellule sono state prima staccate dalla superficie della piastra mediante trattamento
con tripsina per 5 minuti e successivamente centrifugate a 1000-1900 rmp per 5-9 minuti. Le cellule
contenute nel pellet sono state risospese in 1 ml di PBS (soluzione salina tampone fosfato) e 10 pl
della sospensione cellulare sono stati mescolati con 10 pl di trypan blue. La soluzione ottenuta ¢ stata
caricata nella camera di Burker e si ¢ proceduto al conteggio cellulare utilizzando il contatore

automatizzato CountessTM 3 (Invitrogen).

Tutti gli esperimenti sono stati condotti almeno in triplicato e il veicolo DMSO, testato alla
concentrazione massima impiegata negli esperimenti (125 pg/ml), non ha evidenziato alcuna
differenza statisticamente significativa rispetto alla condizione non trattata, escludendo qualsiasi

contributo del solvente agli effetti citotossici osservati.
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Figura 7: Schema sperimentale del saggio Trypan blue. (1) La sospensione cellulare viene
centrifugata per isolare il pellet. (2) Il pellet viene risospeso in PBS e si aggiunge il Trypan blue. (3)
Osservazione al microscopio delle cellule vitali (non colorate) e delle cellule non vitali (colorazione

blu). Figura creata con BioRender.com

3.5 Saggio clonogenico

Il saggio clonogenico, noto anche come saggio di sopravvivenza cellulare (cell survival assay), valuta
la capacita della singola cellula di sopravvivere, proliferare e originare una colonia di cellule figlie
geneticamente identiche. Contrariamente ai saggi di vitalita cellulare come I’MTT e il Trypan blue,
che misurano la sopravvivenza cellulare in un determinato momento, il saggio clonogenico valuta la
vitalita cellulare su un arco temporale piu ampio, rappresentando uno strumento pit informativo per
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definire I’efficacia di agenti antitumorali. Questa maggiore sensibilita deriva dalla capacita del saggio
di distinguere le cellule vitali che mantengono una piena capacita proliferativa da quelle che, pur
risultando vive al momento della misurazione, hanno subito danni talmente gravi da aver perso in

maniera irreversibile la capacita di proliferare (Franken et al., 2006).

Per il saggio clonogenico, le cellule U251 e 4T1, precedentemente staccate mediante tripsinizzazione,
sono state seminate in piastre da 6 pozzetti con una densita di 200 cellule per pozzetto in 2 ml di
terreno completo. Le cellule sono state incubate per 24 ore al fine di consentire 1’adesione cellulare
alla superficie del pozzetto. Al termine delle 24 ore il terreno ¢ stato sostituto con terreno fresco
arricchito con gli estratti a diverse concentrazioni: 0, 5, 25, 50, 75, 100 e 125 pg/ml. Trascorse 72 ore
di esposizione, le cellule sono state sottoposte a tre lavaggi con PBS 1x (soluzione salina tamponata
con fosfato), dopodiché ¢ stato aggiunto terreno completo fresco (e privo di estratti) e le cellule sono
state incubate per una settimana al fine di consentire alle cellule sopravvissute di proliferare e formare

colonie. Successivamente, il terreno € stato rimosso € le cellule sono state:

- lavate per tre volte con PBS 1x per eliminare i residui di terreno;
- fissate con etanolo al 70% per 7 minuti a temperatura ambiente per preservare la morfologia
cellulare;

- e colorate mediante ematossilina.

Successivamente sono state contate esclusivamente le colonie composte da un minimo di 50 cellule
(Figura 8). Tale criterio di selezione ¢ stato applicato per escludere dall'analisi 1 piccoli aggregati
cellulari; questi ultimi sono infatti originati da cellule che, pur avendo subito danni letali in seguito
al trattamento, conservano la capacita residua di compiere solo un numero limitato di divisioni prima

di andare incontro ad arresto replicativo o morte (Rafehi et al., 2011).

Infine, ¢ stata calcolata la frazione di sopravvivenza (SF) con la seguente formula:

Number of colonies formed after exposure

SF 100

= X
Number of untreated control colonies cells seeded

Tutti gli esperimenti sono stati eseguiti in triplicato e il controllo con DMSO non ha mostrato

differenze significative rispetto alle condizioni di controllo.
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Figura 8: Schema sperimentale del saggio clonogenico. (1) Le cellule vengono seminate in una
piastra da 6 pozzetti (200 cell/pozzetto) e incubate per 24 ore. (2) Vengono aggiunti gli estratti e la
piastra viene incubata per 72 ore. (3) Le cellule sono sottoposte a tre lavaggi con PBS 1x. (4) Aggiunta
di terreno di coltura fresco. (5) Incubazione della piastra per 7 giorni. (6) Le cellule vengono lavate
tre volte con PBS 1x, fissate con etanolo al 70% per 7 minuti e colorate con ematossilina. (7)
Conteggio delle colonie composte da un minimo di 50 cellule. (8) Analisi della frazione di

sopravvivenza cellulare. Figura creata con BioRender.com

3.6 Valutazioni di immunofluorescenza

Per I’analisi immunocitochimica, le cellule U251 e 4T1 sono state piastrate con una densita di 250.000
cellule per vetrino (con una dimensione di 22 x 22 mm), e incubate per 24 ore. Successivamente, il
terreno ¢ stato rinnovato e le cellule sono state esposte per 72 ore agli estratti del legno di potatura
alla concentrazione di ICs oppure mantenute in condizioni di controllo senza somministrazione degli
estratti. Al termine del trattamento, le cellule sono state prima fissate in formalina al 4% per 20 minuti,
allo scopo di bloccare le cellule nel loro stato fisiologico e quindi preservare I’integrita degli epitopi
proteici, e poi conservate in etanolo al 70% a una temperatura di -20°C fino al momento della

colorazione.

30



Le cellule sono state quindi reidratate utilizzando PBS 1x e incubate per 1 ora con una soluzione
contenente PBS 1x e albumina sierica bovina (BSA) all’1%, al fine di bloccare i siti aspecifici. La

BSA, infatti, ¢ un agente bloccante capace di saturare i siti di legame aspecifici presenti sulle cellule.

In seguito, le cellule sono state incubate con anticorpi primari selezionati (Tabella 1),
precedentemente diluiti in PBS 1x contenente BSA all’1%, in una camera umidificata per 2 ore a
temperatura ambiente e al riparo dalla luce. Le cellule sono state quindi lavate per tre volte con PBS
1x al fine di rimuovere I’eccesso di anticorpo primario non legato e incubate per 1 ora con anticorpi
secondari coniugati con fluorofori (Tabella 1), anch’essi opportunamente diluiti in PBS 1x e BSA
all’1%. In seguito a tre ulteriori lavaggi con PBS 1x, le cellule sono state incubate per 5 minuti con il
colorante fluorescente Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich, Milano, Italia) a una concentrazione di 0.1
pg/ml per 5 minuti, al fine di colorare il DNA nucleare. Al termine della procedura, le cellule sono
state lavate 3 volte con PBS 1x e i vetrini sono stati montati utilizzando Mowiol (Sigma-Aldrich,
Milano, Italia), un mezzo di montaggio capace di polimerizzare e preservare il segnale di fluorescenza

nel tempo.

La visualizzazione dell’immunofluorescenza ¢ stata eseguita tramite un microscopio Leica DM6B
WF (Leica Microsystems, Buccinasco, Milano, Italia), dotato di una fotocamera digitale CMOS
ORCA-Flash 4.0 V3 C13440-20CU (Hamamatsu Photonics, Arese, Milano, Italia) necessaria per
acquisire le immagini, le quali sono state registrate mediante il software Leica Application Suite X
(LAS X) (Versione 5.1.0). La quantificazione dell’intensita di fluorescenza ¢ stata effettuata con il

software Image J (Versione 1.51).

Per verificare la specificita dell’anticorpo secondario, sono stati eseguiti esperimenti di controllo
negativo; in tali condizioni non ¢ stato rilevato alcun segnale di fluorescenza. Tutti gli esperimenti
sono stati eseguiti in triplicato e il controllo con DMSO non ha mostrato differenze significative

rispetto alle condizioni non trattate.
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Anticorpi (Ab)

Diluizione

Primario

Bax P-19

Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA), Rabbit
polyclonal IgG, Cat n. sc-526

1:250

Primario

Bcel-2 C-2

Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA), Mouse
polyclonal IgG, Cat n. sc-7382

1:250

Primario

Caspase-3 31A1067

Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA), Mouse
monoclonal IgG, Cat n. sc-56053

1:250

Secondario

Alexa 488-conjugated anti-mouse antibody

(Molecular Probes, Invitrogen)

1:200

Secondario

Alexa 594-conjugated anti-rabbit antibody

(Molecular Probes, Invitrogen)

1:200

Tabella 1: Anticorpi primari e secondari utilizzati nell’analisi di immunocitochimica.

3.7 Saggio di valutazione dell’attivita antiossidante cellulare

Lattivita antiossidante degli estratti di legno di potatura nelle cellule in esame ¢ stata valutata

mediante il saggio DCFH-DA. In particolare, in tale saggio viene utilizzato un colorante fluorogenico,

chimicamente noto come 2,7- Diclorofluorescina diacetato (DCFH-DA), che, grazie alla sua natura

lipofilica, ¢ capace di diffondere facilmente attraverso le membrane plasmatiche. Una volta all’interno

delle cellule viene idrolizzato in DCFH non fluorescente ad opera di esterasi citoplasmatiche che

rimuovono i due gruppi acetato. In presenza di specie reattive dell’ossigeno (ROS) il DCFH viene

ossidato a DCF (2,7-Diclorofluorescina), una molecola fluorescente di colore verde la cui intensita di

emissione ¢ direttamente proporzionale alla concentrazione intracellulare di ROS (Kalyanaraman et

al., 2012) (Figura 9).
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Per I’esecuzione del saggio, le cellule, precedentemente seminate in vetrini riposti in piastre multiwell
da 6 pozzetti con una densita di 250.000 cellule per pozzetto, sono state esposte per 72 ore agli estratti

del legno di potatura alla concentrazione di ICas.
Al termine di tale incubazione sono state allestite due condizioni sperimentali:

- una condizione basale, in cui le cellule sono state incubate per 30 minuti a 37°C, al riparo
dalla luce, con una soluzione contenente 10 uM di DCFH-DA preparata nel terreno di coltura
appropriato;

- una condizione di stress ossidativo indotto, in cui dopo il pretrattamento con gli estratti, le
cellule sono state esposte a 500 uM di perossido di idrogeno (H202) per 30 minuti.
Successivamente, il terreno di coltura ¢ stato sostituto con terreno fresco arricchito con 10 uM

di DCFH-DA ¢ le cellule sono incubate per 30 minuti.

Al termine dell’incubazione con DCFH-DA, le cellule sono state sottoposte a tre lavaggi con PBS 1x

al fine di rimuovere il DCFH-DA non internalizzato.

L’osservazione dell’intensita di fluorescenza ¢ stata eseguita mediante il microscopio a fluorescenza
Leica DM6B WF (Leica Microsystems, Buccinasco, Milano, Italia), dotato di una fotocamera digitale
CMOS ORCA-Flash 4.0 V3 C13440-20CU (Hamamatsu Photonics, Arese, Milano, Italia) necessaria
per acquisire le immagini, le quali sono state registrate mediante il software Leica Application Suite
X (LAS X) (Versione 5.1.0). La sonda fluorescente ¢ stata eccitata con una lunghezza d’onda di 495
nm e la fluorescenza emessa ¢ stata rilevata a 529 nm. L’intensita di fluorescenza, proporzionale alla

concentrazione intracellulare di ROS, ¢ stata misurata utilizzando il software Image J.

Anche in questo caso tutti gli esperimenti sono stati eseguiti in triplicato e la condizione trattata con

DMSO non ha mostrato differenze significative rispetto alle condizioni di controllo.
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Figura 9: Schema del meccanismo d’azione del DCFH-DA. Il DCFH-DA attraversa passivamente la
membrana plasmatica e viene convertito in 2’-7’-Diclorodiidrofluoresceina (DCFH2) ad opera di
esterasi citoplasmatiche. In presenza di ROS, il DCFH2 viene ossidato in 2’-7’-Diclofluoresceina
(DCF), il quale emette fluorescenza nel verde (A= a 529 nm) se eccitato con una lunghezza d’onda di

495 nm. Figura creata con BioRender.com.

3.8 Analisi statistica

I dati sono riportati come valori medi + errore standard della media (SEM). Per verificare la
distribuzione normale dei dati sono stati usati il test Shapiro-Wilk e il test Barlett. Per 1’analisi delle

differenze statistiche ¢ stata utilizzato il test ANOVA a una via, seguito dal test post-hoc di Bonferroni
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per i confronti multipli. Per ’analisi statistica ¢ stato utilizzato GraphPad Prism 8.0 (GraphPad

Software Inc., San Diego, CA, USA).

La significativita statistica delle differenze osservate ¢ stata determinata dai seguenti valori p:
P <0.05 equivale a *

P <0.01 equivale a **

P <0.001 equivale a ***
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4. RISULTATI

4.1 Valutazione dell’attivita citotossica degli estratti di legno di potatura di Vitis vinifera

Gli estratti purificati impiegati in questo lavoro di tesi (1A, 2A, 3A, 4A ¢ la frazione 3B) sono stati
forniti dal gruppo di ricerca del Dipartimento di Scienze del Farmaco (MedChemLab) dell’Universita
di Pavia, che ha eseguito le procedure di estrazione sequenziale, purificazione e caratterizzazione
chimica. Successivamente, gli estratti sono stati impiegati per la valutazione della loro attivita
biologica attraverso una serie di saggi in vitro, con 1’obiettivo di definirne il potenziale citotossico

nei confronti di cellule tumorali.

4.1.1 Valutazione della citotossicita dose- e tempo- dipendente degli estratti di legno di

potatura di Vitis vinifera in cellule di GBM

Inizialmente, per valutare Dattivita citotossica degli estratti purificati 1A, 2A, 3A, 4A, ¢ stato
utilizzato il modello cellulare di glioblastoma umano U251. La vitalita cellulare ¢ stata determinata
mediante saggio MTT dopo 24, 48 e 72 ore di trattamento. A tutti 1 tempi di esposizione, 1’estratto 3A
ha mostrato il piu marcato effetto citotossico, determinando una riduzione della vitalita cellulare
significativamente maggiore rispetto agli estratti 1A, 2A, 4A e risultando, nell’intervallo di
concentrazioni testato, I’unico capace di raggiungere un tasso di mortalita superiore al 50 % (Figura

10, Pannello A, B e C).

Come mostrato nel Pannello A della Figura 10, dopo 24 ore di trattamento, la vitalita cellulare
diminuisce progressivamente all’aumentare della concentrazione di tutti gli estratti. Tuttavia, a
differenza degli estratti 1A, 2A e 4A, I’estratto 3A ha evidenziato un effetto dose-dipendente piu
marcato sulla vitalita cellulare, riducendo la vitalita cellulare al 45,78% alla concentrazione massima
testata (125 pg/ml). Questa riduzione ¢ risultata statisticamente significativa rispetto agli estratti 1A,

2A e 4A alle concentrazioni di 100 e 125 pg/ml.

Dopo 48 ore di trattamento, Pannello B della Figura 10, si conferma che I’estratto 3A ¢ quello con un
maggior effetto citotossico, causando una riduzione della vitalita cellulare fino al 42,91% alla

concentrazione di 125 pg/ml. In questo caso, le differenze rispetto agli altri estratti risultano
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statisticamente significative gia a partire dalla concentrazione di 50 pg/ml e diventano piu evidenti

alle concentrazioni superiori.

L’effetto massimo si osserva dopo 72 ore di trattamento, Pannello C della Figura 10, quando I’estratto
3A determina la piu marcata riduzione della vitalita cellulare, che raggiunge circa il 22,08% alla
concentrazione massima testata, corrispondente a una mortalita superiore al 75%. Gli estratti 1A, 2A
e 4A mostrano invece un’attivita citotossica inferiore, mantenendo una vitalita cellulare superiore al

55 - 60% anche alla concentrazione massima.

Sulla base di questi risultati, ’estratto 3A, che ha mostrato un’attivita citotossica dose- ¢ tempo-

dipendente significativamente maggiore rispetto agli altri nella linea U251, ¢ stato selezionato per le

successive analisi.

A 24 h B 48 h C 72h
125 125 125
12 100 2100 - 100
275 275 275
8 50 £ 50 8 50
= 25 = 25 > 25
U J 0 1 1 1 1 I G 1 1 1 1 1 ]
0 25 50 75 100 125 150 0 25 50 75 100 125 150 0 25 50 75 100 125 150
paiml pg/ml pg/mi

=1A <2A =3A =4A

Figura 10: Vitalita cellulare (%, misurata mediante saggio MTT) di cellule di GBM umano U251
trattate con I’estratto 1A (colore blu), 2A (colore arancione), 3A (colore verde) e 4A (colore azzurro)
a 24 (Pannello A), a 48 (Pannello B) e 72 (Pannello C) ore, in funzione della concentrazione del
trattamento (pug/ml). Il saggio ha evidenziato una maggiore attivita citotossica dell’estratto 3 A rispetto
agli altri estratti esaminati. L’analisi statistica ¢ stata eseguita mediante ANOVA a una via seguita dal
test post hoc di Bonferroni, e indica le differenze statistiche dell’estratto 3 A rispetto agli estratti 1A,

2A e 4A. 1 livelli di significativita statistica sono indicati come segue: p < 0.05 *; p < 0.01 **; p <
0.001 *#*,
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4.1.2 Contributo di (E)-resveratrolo ed (E)—¢-viniferina all’attivita citotossica

Poiché D’estratto 3A ha mostrato una piu marcata attivitd citotossica sulle cellule U251, e
considerando che le analisi svolte dal MedChemLab hanno identificato come sue due principali
molecole I’(E)-resveratrolo e la (E)-e-viniferina, gia ampiamente noti in letteratura come agenti
antitumorali, abbiamo investigato il loro specifico contributo all'interno del fitocomplesso (Quero et
al., 2021). Pertanto, ¢ stato valutato mediante saggio MTT l'effetto dei due composti isolati o in
combinazione, con lo scopo di verificare se 1’azione citotossica dell'estratto fosse interamente
riconducibile a essi o se derivasse anche da altri componenti minoritari. In particolare, le cellule U251
sono state trattate con (E)-resveratrolo e (E)-e-viniferina, somministrati singolarmente o in
combinazione, utilizzando le concentrazioni che questi composti presentano all’interno dell’estratto
3A alla sua ICso. Poiché I'ICso dell’estratto 3A varia in funzione del tempo di esposizione, le
concentrazioni dei singoli composti sono state modificate di conseguenza: dopo 24 ore di trattamento
sono state utilizzate concentrazioni di circa 26 uM per 1I’(E)-resveratrolo e 22 uM per la (E)-¢-
viniferina, mentre dopo 48 e 72 ore di trattamento le concentrazioni sono state rispettivamente di

circa 16 uM e 14 puM.

Dopo 24 ore di trattamento, Pannello A Figura 11, né I’(E)-resveratrolo né la (E)-e-viniferina,
somministrati singolarmente o in combinazione, hanno mostrato una riduzione significativa della

vitalita cellulare rispetto al controllo non trattato.

Dopo 48 ore di trattamento, Pannello B della Figura 11, solo il trattamento con (E)-resveratrolo ha
mostrato una riduzione significativa (p < 00.1) della vitalita cellulare, che comunque rimane intorno
al 70%, mentre la (E)-g-viniferina e la combinazione dei due composti non hanno mostrato differenze

significative rispetto al controllo non trattato.

Dopo 72 ore, Pannello C della Figura 11, ¢ stato osservato un andamento analogo a quello riscontrato

nel pannello B della medesima Figura.

I dati ottenuti hanno evidenziato che il trattamento con 1 singoli composti o con la loro combinazione
non ha raggiunto una riduzione della vitalita cellulare del 50%, contrariamente a quanto osservato
nell’estratto 3A. Cio suggerisce che Iattivita citotossica dell’estratto 3A sulle cellule U251, non sia
esclusivamente attribuibile alla presenza dell’(E)-resveratrolo e della (E)-e-viniferina, ma alla

presenza o alla sinergia di ulteriori composti bioattivi presenti nell’estratto.
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Figura 11: Effetto sulla vitalita cellulare (%, misurata mediante MTT) di cellule di GBM umano
U251 di (E)-resveratrolo e (E)-e-viniferina, somministrati singolarmente (ICso R e ICso &-V) o in
combinazione (ICso R + &-V), presenti nell’estratto 3A alla concertazione corrispondente alla ICso, a
24 (Pannello A), 48 (Pannello B) e 72 (Pannello C) ore. Il saggio ha evidenziato che la citotossicita
indotta dall’ estratto 3A nelle cellule U251 non ¢ interamente attribuibile alla presenza di (E)-
resveratrolo e (E)-e-viniferina. L’analisi statistica ¢ stata eseguita mediante ANOVA a una via seguita

dal test post-hoc di Bonferroni. p < 0.01 **,

4.1.3 Attivita citotossica dei campioni 3A e 3B nelle linee cellulari tumorali e non tumorali.

Dal momento che 1 risultati precedenti hanno evidenziato che I’attivita citotossica dell’estratto 3A
non puo essere ricondotta esclusivamente alla presenza dell’(E)-resveratrolo e della (E)-g-viniferina,
¢ stata valutata la frazione 3B, ottenuta mediante rimozione di questi due stilbeni dall’estratto 3A
originale. L’obiettivo era verificare se la frazione mantenesse 1’attivita antitumorale dell’estratto
originario e valutarne la selettivita nei confronti di cellule tumorali e non tumorali. A tale scopo, la
citotossicita di 3A e 3B ¢ stata analizzata mediante saggio MTT nelle linee tumorali U251 e 4T1 e
nelle linee cellulari non tumorali WI38 e HaCaT dopo 24, 48 e 72 ore di trattamento (Figura 12,
Pannello A, B e C).

Come mostrato in Figura 12, sia I’estratto 3A che la frazione 3B hanno determinato una riduzione
della vitalita cellulare dose- e tempo-dipendente nelle linee cellulari tumorali U251 e 4T1. Gia dopo
24 ore di trattamento (Pannello A della Figura 12) ¢ possibile osservare una diminuzione della vitalita
cellulare all’aumentare della concentrazione, effetto che diventa progressivamente piu evidente dopo

48 (Pannello B della Figura 12) e soprattutto dopo 72 ore di trattamento (Pannello C della Figura 12).
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In entrambe le condizioni sperimentali, le cellule U251 hanno mostrato una maggiore sensibilita
rispetto alle cellule 4T1, mentre le linee cellulari non tumorali WI38 e HaCaT hanno mantenuto valori
di vitalita significativamente piu elevati durante tutto il periodo di trattamento, indicando una ridotta

suscettibilita agli estratti.
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Figura 12: Effetto dell’estratto 3A e della sua frazione 3B sulla vitalita cellulare delle linee tumorali
U251 e 4T1 e delle linee non tumorali WI38 e HaCaT dopo 24 (Pannello A), 48 (Pannello B) e 72
(Pannello C) ore di trattamento, valutato mediante saggio MTT. La vitalita cellulare (%) ¢ riportata
in funzione della concentrazione del trattamento (ug/ml). L’estratto 3A (Pannelli superiori) e la
frazione 3B (Pannelli inferiori) mostrano un’attivita citotossica selettiva nei confronti delle linee
cellulari tumorali, in particolare delle cellule U251, mentre le linee cellulari non tumorali mantengono

elevati livelli di vitalita durante tutto il periodo sperimentale.

I valori di IC»s, ovvero le concentrazioni di estratto necessarie per ridurre la vitalita cellulare del 25%,
sono riportati nella Tabella 2. Nelle cellule U251, sia I’estratto 3A che la frazione 3B raggiungono
I’IC»s a concertazioni inferiori rispetto alle altre linee cellulari, indicando una maggiore suscettibilita
di questa linea tumorale ai trattamenti. Le cellule 4T1 mostrano invece valori di IC»s generalmente
piu elevati, mentre nelle linee WI38 e HaCaT 1’IC»s non viene raggiunta nella maggior parte delle
condizioni sperimentali (IC2s > 125 pg/ml), a conferma della ridotta citotossicita di entrambi i
campioni nei confronti delle cellule non tumorali.
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Estratto 34 — 1C2s (ng/ml) Frazione 3B — 1C2s (ug/ml)
Cellule 24 H 48 H 72 H 24 H 48 H 72 H

U251 53,58 +£5,34 36,89 + 4,49 42,10 4,19 41,95 + 6,66 55,73 + 6,86 45,76 + 20,19

4TI 105,20 £5,54 | 105,62+2,53 | 46,50+ 1,05 104,71 £ 17,56 | 75,25+ 6,01 80,32 + 4,91

WI38 >125 >125 104,22 + 7,81 >125 >125 >125

HaCaT >125 116,24 £0,84 | 109,24 + 1,81 >125 >125 >125

Tabella 2: Valori di ICzs (ug/ml) dell’estratto 3A e della frazione 3B ottenuti mediante saggio MTT
nelle linee cellulari tumorali U251 e 4T1 e nelle linee cellulari non tumorali WI38 e HaCaT dopo 24,
48 e 72 ore di trattamento. I valori sono espressi come media + SEM. Il valore > 125 indica che la
concentrazione necessaria a indurre una riduzione della vitalita cellulare del 25% non ¢ stata raggiunta

nell’intervallo di concentrazioni testato.

Al fine di verificare la selettivita dell’effetto citotossico dei due campioni, ¢ stata confrontata la
risposta delle linee cellulari tumorali (U251 e 4T1) con quella delle linee cellulari non tumorali (WI38

e HaCaT), utilizzando i valori di ICys ottenuti mediante saggio MTT.

Dopo 72 ore di esposizione I’estratto 3A, ha mostrato una marcata selettivita nei confronti delle
cellule tumorali, determinando un incremento della mortalita del 41,20 + 3,41% nelle cellule U251 e
del 27,76 + 4,48% nelle cellule 4T1 rispetto alle linee cellulari non tumorali. La frazione 3B non ha
raggiunto una mortalita del 25% nelle cellule WI38 e HaCaT nell’intervallo di concentrazioni testato,
ma ha indotto un incremento della mortalita pari al 38,75 + 4,28% nelle cellule U251 e al 32,98 +
4,87% nelle cellule 4T1.

Questi valori sono stati ottenuti confrontando la vitalita delle cellule tumorali con quella delle cellule
non tumorali alla medesima concentrazione. Per I’estratto 3A ¢ stata calcolata la concentrazione 1C»s
media sulle cellule sane (WI38 e HaCaT), corrispondente a una vitalita residua del 75%. A questa
stessa concentrazione ¢ stata poi rilevata la vitalita delle cellule tumorali, e la differenza tra i due
valori (75% meno la vitalita osservata nelle cellule tumorali) ha fornito I’incremento di mortalita

selettivamente indotto nelle cellule tumorali.

Per la frazione 3B, non essendo stata raggiunta la concentrazione IC25 nelle cellule sane

nell’intervallo di concentrazione testato, ¢ stata utilizzata come riferimento la concentrazione
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massima testata (125 pg/ml), applicando lo stesso confronto tra la vitalita delle cellule sane e quella

delle cellule tumorali a tale dose.

4.1.4 Conferma dell’attivita citotossica di 3A e 3B mediante saggio Trypan Blue

Al fine di verificare i valori di vitalita cellulare ottenuti dall'analisi delle curve dose-risposta del
saggio MTT, le linee cellulari U251, 4T1, WI38 e HaCaT sono state trattate con le concentrazioni
corrispondenti ai valori di IC calcolati per l'estratto 3A e la frazione 3B ai diversi tempi di esposizione.
La vitalita cellulare determinata mediante saggio MTT ¢ stata quindi confermata mediante il saggio
Trypan blue (Figura 13). Nello specifico, le cellule sono state trattate utilizzando le concentrazioni
corrispondenti ai valori di ICzs e ICso determinate precedentemente. Nel caso in cui il profilo di
citotossicita del composto non abbia raggiunto il 25 o il 50% di mortalita (ossia il valore IC2s 0 ICso),
¢ stata testata la massima concentrazione saggio utilizzata (125 ug/ml). In tali condizioni, l'effetto
biologico ¢ stato valutato e riportato in base al valore effettivo di inibizione percentuale raggiunto dal
saggio MTT (ad esempio 1Ca4.17 alle 24h di trattamento delle cellule U251 con la frazione 3B o 1C30.05
alle 24h di trattamento delle cellule 4T1 con la frazione 3B), consentendo cosi una validazione diretta

della citotossicita reale del trattamento.

Come mostrato nella Figura 13, i trattamenti con concentrazioni corrispondenti ai valori di IC hanno
determinato livelli di vitalita cellulare in accordo con quelli calcolati dall’MTT. Nelle linee cellulari
tumorali U251 e 4T1, le concentrazioni corrispondenti alla concentrazione 1Czs hanno mantenuto la
vitalita intorno al 75%, mentre quelle corrispondenti alla ICso hanno ridotto la vitalita a circa il 50%.
Analogamente, i valori intermedi di IC (ad esempio ICs494 alle 24 ore di trattamento delle cellule 4T1
con I’estratto 3A o ICa06 alle 48 ore di trattamento delle cellule U251con la frazione 3B) hanno

determinato livelli di vitalita coerenti con la percentuale di inibizione prevista.

Nelle linee cellulari non tumorali WI38 e HaCaT, la risposta agli estratti ¢ risultata sensibilmente
inferiore. In queste cellule, infatti, nella maggior parte delle condizioni sperimentali non € stato
possibile determinare un valore di 1Cas, poiché la vitalita cellulare ¢ rimasta elevata anche alla
concentrazione massima testata. Di conseguenza, sono stati calcolati esclusivamente valori di IC
inferiori (ad esempio ICi667 alle 48 ore di trattamento delle cellule WI38 con I’estratto 3A o ICys,74
alle 72 ore di trattamento delle cellule HaCaT con la frazione 3B), oppure non ¢ stato possibile
identificare alcun valore di inibizione misurabile (ICy), confermando la ridotta suscettibilita delle

linee cellulari non tumorali ai trattamenti.
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Nel complesso, questi risultati confermano la robustezza dell'analisi delle curve dose-risposta
derivanti dal saggio MTT, dimostrando che i valori di IC ottenuti riflettono accuratamente la risposta

biologica osservata e possono pertanto essere considerati affidabili per le successive valutazioni

sperimentali.
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Figura 13: Valutazione della vitalita cellulare mediante saggio di esclusione del Trypan Blue nelle
linee cellulari tumorali U251 (Pannelli A, B e C) e 4T1 (Pannelli E, F e G) e nelle linee cellulari non
tumorali WI38 (Pannelli H, I e J) e HaCaT (Pannelli K, L. e M) dopo 24, 48 e 72 ore di trattamento
con le concentrazioni selezionate tramite MTT dell'estratto 3A e della sua frazione 3B. Le condizioni
sperimentali sono: non trattato (arancione), trattato con 1’estratto 3A (blu) e trattato con la frazione

3B (verde). L’analisi statistica ¢ stata condotta mediante ANOVA a una via seguita dal test post-hoc

di Bonferroni. p < 0,05 *, p <0.01 **, p <0.001 ***,
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4.2 Analisi dell’effetto di 3A e 3B sulla capacita clonogenica delle cellule U251 e 4T1

Per valutare gli effetti a lungo termine dell’estratto 3A e della frazione 3B sulla capacita proliferativa
delle linee cellulari U251 e 4T1, ¢ stato eseguito il saggio clonogenico dopo 72 ore di esposizione a

concentrazioni crescenti dei due campioni (da 0 a 125 ug/ml).

Come evidenziato nelle Figure 14A e 15A, il trattamento con ’estratto 3A e con la frazione 3B
determina una progressiva perdita della capacita clonogenica nelle linee U251 e 4T1. Le immagini
rappresentative mostrano che, all’aumentare della concentrazione dei campioni, le colonie diventano
progressivamente meno numerose e presentano dimensioni inferiori rispetto al controllo non trattato.
Tale effetto risulta particolarmente marcato alle concentrazioni piu elevate, nelle quali la formazione

di colonie ¢ fortemente compromessa.

Queste osservazioni trovano conferma nell’analisi della frazione di sopravvivenza riportata nei
Pannelli B delle Figure 14 ¢ 15 e nelle Tabelle 3 e 4. In entrambe le linee cellulari, infatti, la
percentuale di cellule in grado di originare colonie diminuisce progressivamente con I’aumentare
della concentrazione di 3A e 3B, indicando una riduzione della sopravvivenza clonogenica. Le cellule
U251 mostrano una maggiore sensibilita al trattamento, con una diminuzione significativa gia alla
concentrazione di 25 pg/ml (Tabella 3), mentre nelle cellule 4T1 lo stesso effetto diventa
statisticamente significativo a partire da 75 pg/ml, suggerendo una minore suscettibilita di questa

linea cellulare (Tabella 4).

Oltre alla riduzione del numero di colonie, il trattamento influisce anche sulla loro capacita di
accrescimento. Come mostrato nei Pannelli C delle Figure 14 e 15 e dalle Tabelle 5 e 6, il diametro
medio delle colonie diminuisce in maniera progressiva all’aumentare della concentrazione degli
estratti. Nelle cellule U251 la riduzione raggiunge la significativita statistica a partire da 75 pg/ml per
I’estratto 3A e da 100 pg/ml per la frazione 3B (Tabella 5), mentre nella linea 4T1 tale effetto si
osserva rispettivamente a 100 pg/ml e 125 pg/ml (Tabella 6).

Nel complesso, la riduzione del numero e delle dimensioni delle colonie suggerisce che 1’estratto 3A
e la frazione 3B non si limitano ad esercitare un effetto citotossico sulle cellule tumorali, ma sono in

grado di compromettere anche la capacita proliferativa delle cellule sopravvissute al trattamento.
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Figura 14: Effetti dell’estratto 3A e della frazione 3B sulla capacita clonogenica delle cellule U251.
A: Immagini rappresentative delle colonie formate dalle cellule U251 nelle diverse condizioni
sperimentali (barra di scala: 350 pm). B: Istogramma della frazione di sopravvivenza nelle cellule
U251 trattate con concentrazioni crescenti dell’estratto 3A (blu) e della frazione 3B (verde) rispetto
alla condizione non trattata (arancione). La rispettiva statistica ¢ riportata nella Tabella 3. C:
Istogramma del diametro medio delle colonie nelle cellule U251 nelle diverse condizioni
sperimentali. La rispettiva statistica € riportata nella Tabella 5. L’estratto 3A e la frazione 3B riducono

il potenziale clonogenico delle cellule U251.
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Figura 15: Effetti dell’estratto 3A e della frazione 3B sulla capacita clonogenica delle cellule 4T1.

A: Immagini rappresentative delle colonie formate dalle cellule 4T1 nelle diverse condizioni

sperimentali (barra di scala: 350 um). B: Istogramma della frazione di sopravvivenza nelle cellule

4T1 trattate con concentrazioni crescenti dell’estratto 3A (blu) e della frazione 3B (verde) rispetto

alla condizione non trattata (arancione). La rispettiva statistica ¢ riportata nella Tabella 4. C:

Istogramma del diametro medio delle colonie nelle cellule 4T1 nelle diverse condizioni sperimentali.

La rispettiva statistica ¢ riportata nella Tabella 6. L’estratto 3A e la frazione 3B riducono il potenziale

clonogenico delle cellule 4T1.
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U251 - Surving fraction
: : 3A _ _ 3B _ _
5 pgiml 25 pg/ml | 50 pg/ml | 75 pg/ml | 100 pa/ml| 125 pg/ml | Spg/ml 25 pg/ml | 50 pa/ml | 75 pgfml | 100 pg/ml 125 pg/ml

Untreated = NS | b s ik [ NS | W ww ke [ I | o

5 ng-’ml _ | N$ ,_ T T} e - | NS . NS s e . - . [

25 pg/mi - - NS NS e e NS NS NS NS NS -

3 50 pg/mi - - - NS NS NS NS NS NS -
75 pg/ml - - - - NS o e NS NS NS NS *
100 pg/ml | - - - - - NS e = * NS NS NS
125 Ing‘ml - | - I - . - . | e T pre ey e T I I NS
5 |.IQJrI'T'I| - | - | = = = - | - | NS ik wkd - ETL s - e
25 pg/ml i L - - - | - | - NS NS NS
3B | 50 pg/ml - - - . - . . . . NS NS .
75 pg/ml - - - . s - - . i . NS -
100 pg/ml | - - - - - . - - - . - NS

Tabella 3: Significativita statistica della frazione di sopravvivenza ottenuta dal saggio clonogenico
nelle cellule U251 (Pannello B della Figura 14). L’analisi statistica ¢ stata eseguita mediante ANOVA
a una via, seguita dal test post-hoc di Bonferroni, confrontando tutte le condizioni sperimentali. p <

0,05 *, p<0.01 **, p <0.001 ***, NS: differenza non significativa.

4T1 - Surving fraction
) ) 3A ) ) ) ) 3B ) )
5 pg/ml 25 pg/ml | 50 pg/ml | 75 pgiml 100 pg/mi| 125 pgiml | Spgiml | 25 pgiml | 50 pgiml | 75 pg/ml | 100 pg/ml | 125 pg/ml

Untreated | NS NS NS e . e NS NS NS . " .
Spgml | - NS NS o NS | NS NS R
5pgml | - - | NS | NS e NS NS NS NS | NS

A 50 pg/ml - - - NS NS " NS NS NS NS NS NS
75 pg/ml - - - - NS NS b * NS NS NS NS
100pgm | - | - | - - | - | Ns = = | NS NS | NS NS

125 pg/mi - - - - - - e e * * NS NS
Sugml | - - - - | - | - - N8 NS NS | ¢ |
Bpgm | - - | . - - - - - | Ns NS

3B | 50 pg/ml - - - - - - - - - NS NS NS
75ugml | - . . . . . . ] . . NS NS

100 pg/ml | - - - - - - - - - - - NS

Tabella 4: Significativita statistica della frazione di sopravvivenza ottenuta dal saggio clonogenico
nelle cellule 4T1 (Pannello B della Figura 15). L’analisi statistica ¢ stata eseguita mediante ANOVA
a una via, seguita dal test post-hoc di Bonferroni, confrontando tutte le condizioni sperimentali. p <

0,05 *, p<0.01 **, p <0.001 ***, NS: differenza non significativa.
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U251 - Colony Diameter
| ) _ 3A ) ) ) ) 3B ) )

|5 pg/ml 25 pg/ml| 50 pg/ml | 75 pg/ml 100 pg/ml| 125 pg/ml | Spg/ml  25pg/ml | 50 pg/ml | 75 pg/ml | 100 pg/ml | 125 pg/mi
Untreated NS = NS NS | | e NS | NS NS NS
Spgm | - | NS N§ | e e NS | NS NS N
5ugml | - - NS - - NS NS NS NS
aa SOMgM - - | - NS | NS | NS NS | NS NS NS | NS NS
T5pgml | - - | - | - | NS | NS " = NS NS | NS NS
100 pg/ml - - - - - NS - - NS NS NS NS
125 pgiml - - | - | - - - e - : NS NS NS
Spgml | - - | - | - - |- - | Ns | Ns NS o
Bpgml | - - - .. - - | Ns NS o
3B Sougm | - - - - - - - - T - NS NS NS
Sugm | - - | - | - - - - : - - NS NS
100pgm | - | - | - | - - | - - | - | - - | - | NS

Tabella S: Significativita statistica del diametro medio delle colonie ottenuto dal saggio clonogenico
nelle cellule U251 (Pannello C della Figura 14). L’analisi statistica ¢ stata eseguita mediante ANOVA
a una via, seguita dal test post-hoc di Bonferroni, confrontando tutte le condizioni sperimentali. p <

0,05 *, p<0.01 **, p <0.001 ***, NS: differenza non significativa.

4T1 — Colony Diameter

3A 3B
5 pg/ml| 25 pg/ml | 50 pg/ml | 75 pg/ml | 100 pg/ml 125 pg/ml | 5 pg/ml 25 ug/ml | 50 pg/ml | 75 ug/ml | 100 pg/ml | 125 pg/mi

Untreated | NS NS NS NS | - - | NS NS NS NS | NS | *

5 pg/ml - NS NS NS | - - | NS NS NS NS | NSs | *
25 pg/ml - - NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
3A 50 pg/ml - - - NS NS NS NS NS NS NS NS NS
75 pg/ml - - - - NS NS NS NS NS NS NS NS
100 pg/ml - - - - - NS | NS NS NS NS | NS | NS
125 pg/ml - - - - - - | * NS NS NS | NS = NS

5 pg/iml - - - - - - - NS NS NS NS *
25 pg/ml - - - - - - - - NS NS NS NS
3B | 50 pg/ml - - - - - - - - - NS NS NS
75 pg/ml - - - - - - | - - - - | NS NS
100 pg/mi - - - - - - | - - - - | - . NS

Tabella 6: Significativita statistica del diametro medio delle colonie ottenuto dal saggio clonogenico
nelle cellule 4T1 (Pannello C della Figura 15). L’analisi statistica ¢ stata eseguita mediante ANOVA
a una via, seguita dal test post-hoc di Bonferroni, confrontando tutte le condizioni sperimentali. p <

0,05 *, p<0.01 **, p <0.001 ***, NS: differenza non significativa.
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4.3 Attivazione della via apoptotica nelle cellule tumorali trattate con i campioni 3A e 3B

Per approfondire i meccanismi cellulari alla base dell’attivita antitumorale osservata, ¢ stata valutata
I’attivazione della via apoptotica nelle linee cellulari U251 e 4T1. A tal fine, le cellule sono state
trattate per 72 ore con i campioni 3A e 3B alle rispettive concentrazioni ICjs, analizzando

I’espressione delle proteine Bax e Bcl-2 e successivamente 1’espressione della caspasi-3 clivata.

4.3.1 Modulazione del rapporto Bax/Bcl-2

L’attivazione della via apoptotica ¢ stata inizialmente valutata mediante doppia immunofluorescenza
per Bax, proteina ad attivita pro-apoptotica, e Bcl-2, proteina anti-apoptotica. Le immagini di
immunofluorescenza in Figura 16 (pannello A per le cellule U251 e pannello C per le cellule 4T1)
evidenziano chiaramente come il trattamento sia con 1’estratto 3A che con la frazione 3B induca un
incremento dell’espressione di Bax (segnale rosso) e, contemporaneamente, una riduzione

dell’espressione di Bcl-2 (segnale verde), rispetto alle cellule di controllo non trattate.

La quantificazione dell’intensita di fluorescenza ha confermato tali osservazioni. Nelle cellule U251,
I’espressione di Bax aumenta in modo significativo da 43,47 + 3,79 (valore di densita ottica nelle
cellule di controllo) a 54,28 + 2,90 e 52,40 + 2,25 dopo trattamento rispettivamente con 1’estratto 3A
e la frazione 3B. Parallelamente, 1’espressione di Bcl-2 diminuisce da 59,15 + 5,16 (nelle cellule di

controllo) a 46,01 + 3,00 (3A) e 42,61 + 2,21 (3B).

Analogamente, nelle cellule 4T1 il trattamento determina un incremento statisticamente significativo
di Bax da 66,11 £ 7,70 (nelle cellule di controllo) a 81,20 + 4,48 (dopo trattamento con I’estratto 3A)
e 77,03 + 4,81 (dopo trattamento con la frazione 3B), mentre Bcl-2 si riduce da 108,13 + 9,50 (cellule
di controllo) a 62,53 + 4,11 (3A) e 64,23 + 4,22 (3B).

La conseguente variazione del rapporto Bax/Bcl2 risulta statisticamente significativa in entrambe le
linee cellulare (pannello B e D della Figura 16). Nelle cellule U251 il rapporto passa da 0,73 + 0,09
(nelle cellule di controllo) a 1,18 = 0,12 (dopo trattamento con 1’estratto 3A) e 1,23 + 0,09 (dopo
trattamento con la frazione 3B), mentre nelle cellule 4T1 aumenta da 0,60 = 0,09 (cellule non trattate)

a1,30+0,13 (3A) e 1,20 + 0,11 (3B).

11 fatto che nelle cellule non trattate il rapporto Bax/Bcl?2 sia risultato inferiore al valore di 1 riflette

una condizione basale di resistenza all’apoptosi. Il superamento di tale soglia critica a seguito del
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trattamento con I’estratto 3A e della frazione 3B rappresenta un chiaro indicatore dell’attivazione
della via apoptotica (Putri & Z, 2025). Inoltre, i due trattamenti hanno mostrato un’efficacia analoga

nell’attivazione della via apoptotica, senza differenze statisticamente significative.
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Figura 16: Espressione di Bax (proteina pro-apoptotica) e Bcl-2 (proteina anti-apoptotica) nelle linee

%

cellulati tumorali U251 e 4T1 in seguito al trattamento con ’estratto 3A e la frazione 3B. A, C:
mostrano immagini rappresentative della doppia immunofluorescenza per Bax (segnale rosso) e Bel-
2 (segnale verde) nelle cellule U251 (A) e 4T1(C) nelle diverse condizioni di trattamento. Barra di
scala: 20 um. B, D: mostrano gli istogrammi del rapporto Bax/ Bcl-2, calcolato a partire dai valori di
densita ottica dell’intensita di fluorescenza nelle cellule U251 (B) e 4T1 (D). L’analisi statistica ¢

stata condotta mediante ANOVA a una via seguita dal test post-hoc di Bonferroni. p <0.01 **, p <
0.001 ***,
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4.3.2 Attivazione della Caspasi-3 clivata

Per confermare 1’attivazione del processo apoptotico indotto dai trattamenti, ¢ stata valutata
I’espressione della caspasi-3 clivata, principale effettore della fase esecutiva della cascata apoptotica.
Come mostrato nelle immagini di immunofluorescenza riportate nei pannelli A e C della Figura 17,
le cellule trattate con I’estratto 3A e la frazione 3B presentano un marcato aumento dell’espressione
della Caspasi-3 clivata (segnale rosso) rispetto ai controlli, nei quali la fluorescenza risulta quasi

assente.

Tali osservazioni sono confermate dalla quantificazione dell’intensita di fluorescenza. Nelle cellule
U251, pannello B della Figura 17, il valore di densita ottica aumenta da 57,57 + 2,55 nelle cellule non
trattate a 90,36 + 3,25 dopo trattamento con 3A e a 93,05 £ 3,51 dopo trattamento con la frazione 3B.
Nelle cellule 4T1, pannello D della Figura 17, il valore di densita ottica passa invece da 39,30 + 3,38
nelle cellule non trattate a 79,73 = 5,04 ¢ 75,06 + 2,83 rispettivamente dopo trattamento con 3A e 3B.
In entrambi i modelli cellulari I’aumento del valore di densita ottica risulta statisticamente

significativo sia dopo trattamento con I’estratto 3A che con la frazione 3B (p < 0.001).

Nel complesso, questi risultati dimostrano che sia I’estratto 3A sia la frazione 3B sono in grado di
indurre apoptosi, come confermato dall’aumento dell’espressione della caspasi-3 clivata, principale
effettore terminale della via apoptotica regolata dalle proteine Bax e Bcl-2. L’effetto sovrapponibile
osservato per i due campioni suggerisce che I’attivazione del processo apoptotico non sia attribuibile

prevalentemente alla presenza di (E)-resveratrolo e (E)-e-viniferina.

In particolare, in entrambe le linee cellulari non sono emerse differenze statisticamente significative
tra gli effetti indotti da 3A e 3B. Tuttavia, ¢ opportuno evidenziare che, mentre nelle cellule U251 1
valori di IC»s dei due trattamenti risultano comparabili, nella linea 4T1 il valore di IC»s della frazione
3B ¢ circa il doppio rispetto a quello dell’estratto 3A (Tabella 2), indicando una minore efficacia della

frazione nel ridurre la vitalita cellulare.
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Figura 17: Espressione della Caspasi-3 clivata nelle cellule U251 e 4T1 dopo trattamento con
I’estratto 3A e la frazione 3B. A, C: mostrano immagini rappresentative di immunofluorescenza della
caspasi-3 clivata (segnale rosso) nelle cellule U251 (A) e 4T1 (C) nelle diverse condizioni
sperimentali. Barra di scala: 20 pym. B, D: Istogrammi rappresentativi della quantificazione
dell’intensita di fluorescenza della caspasi-3 clivata nelle cellule U251 (B) e 4T1 (D). L’analisi

statistica ¢ stata condotta mediante ANOVA a una via seguita dal test post-hoc di Bonferroni. p <

0.001 ***,
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4.4 Valutazione dell’attivita antiossidante dell’estratto 3A e della frazione 3B

Per valutare la capacita antiossidante dell’estratto 3A e della frazione 3B, ¢ stato analizzato
I’accumulo intracellulare di specie reattive dell’ossigeno (ROS) mediante saggio DCFH-DA nelle
linee cellulari non tumorali WI38 e HaCaT. L’analisi ¢ stata condotta sia in condizioni basali sia dopo

induzione di stress ossidativo mediante trattamento con H2Os.

Nelle cellule WI38, le immagini rappresentative riportate nel Pannello A della Figura 18 mostrano
che, in condizioni basali, il segnale di fluorescenza verde risulta debole in tutte le condizioni
sperimentali, indicando una produzione pressoché trascurabile di ROS. La quantificazione
dell’intensita di fluorescenza (Pannello B, Figura 18) evidenzia che il trattamento per 72 ore con
I’estratto 3A o con la frazione 3B, alle rispettive concentrazioni di ICss, non modifica
significativamente 1 livelli intracellulari di ROS rispetto al controllo non trattato. Questo risultato
indica che, in assenza di uno stimolo ossidativo, nessuno dei due campioni altera I’omeostasi redox

delle cellule sane.

L’esposizione a H>O; determina invece un significativo aumento della fluorescenza (Pannello A e B
della Figura 18), che evidenzia un incremento della produzione di ROS di circa dieci volte rispetto
alla condizione basale, raggiungendo un valore paria 1080,61 £ 56,71 % (p <0,001). Il pretrattamento
con Destratto 3A riduce significativamente 1’accumulo di ROS indotto dal perossido di idrogeno
(394,88 + 43,35 %), corrispondente a una diminuzione dello stress ossidativo di circa il 60-70%. Al
contrario, la frazione 3B non esercita alcun effetto protettivo: 1 livelli di ROS rimangono
sovrapponibili a quelli osservati nelle cellule trattate con solo H>O» e risultano significativamente

superiori rispetto a quelli ottenuti con I’estratto 3A.

Un andamento analogo ¢ stato osservato nelle cellule HaCaT. Come mostrato nelle immagini
rappresentative riportate nel Pannello C della Figura 19, anche in questo modello cellulare la
fluorescenza risulta minima nelle condizioni basali, indipendentemente dal trattamento effettuato,
mentre aumenta sensibilmente dopo 1’esposizione a H>O». L’analisi quantitativa (Pannello D della
Figura 19) conferma che il trattamento con il perossido di idrogeno induce un incremento di circa sei
volte della produzione di ROS rispetto alla condizione basale, raggiungendo un valore di 562,35 +
37,31 % (p < 0.001). Anche in questo caso, il pretrattamento con I’estratto 3A attenua
significativamente 1’accumulo di ROS, riducendolo a 385,90 + 41,67 %, con una diminuzione dello
stress ossidativo di circa il 30%. Diversamente, la frazione 3B non determina una riduzione
significativa dei livelli di ROS rispetto alle cellule trattate con il solo H>O», risultando inoltre

significativamente meno efficace rispetto all’estratto 3A.
53



Nel complesso 1 risultati ottenuti dimostrano che 1’estratto 3A ¢ in grado di proteggere le cellule non
tumorali dall’accumulo di ROS indotto dallo stress ossidativo. La perdita di questo effetto nella
frazione 3B, ottenuta dopo rimozione di (E)-resveratrolo e (E)-e-viniferina, suggerisce che tali stilbeni

rappresentano i principali responsabili dell’attivita antiossidante dell’estratto 3A.
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Figura 18: Valutazione dell’attivita antiossidante dell’estratto 3A e della frazione 3B nelle linee
cellulari non tumorali WI38 e HaCaT mediante saggio DCFH-DA. A, C: immagini rappresentative
dell’accumulo intracellulare di ROS nelle cellule WI38 (A) e HaCaT (C) in condizioni basali
(Pannelli superiori) e dopo induzione di stress ossidativo con H2O2 500 uM (Pannelli inferiori). Barra
di scala: 100 uM. B, D: quantificazione dell’accumulo intracellulare di ROS, espressa come
percentuale rispetto al controllo non trattato, nelle cellule WI38 (B) e HaCaT (D). L’analisi statistica
¢ stata condotta mediante ANOVA a una via seguita dal test post-hoc di Bonferroni. p < 0.05 *; p <

0.01 **; p <0.001 ***,
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S. DISCUSSIONE

Negli ultimi anni la ricerca sui prodotti naturali ha assunto un ruolo sempre piu rilevante
nell'identificazione di nuovi agenti antitumorali, e in questo contesto gli estratti di Vitis vinifera hanno
suscitato crescente interesse per la ricchezza di metaboliti secondari ad attivita antiossidante,
antinfiammatoria e antitumorale. Gli studi disponibili si sono concentrati soprattutto su semi, bucce
e foglie, attribuendo gli effetti biologici principalmente ai composti polifenolici, come ad esempio
flavanoli, proantocianidine, resveratrolo e viniferine (Nassiri-Asl et al.,2016). Tuttavia, un estratto
vegetale costituisce in realta un fitocomplesso, i cui componenti possono contribuire all'attivita

complessiva anche attraverso interazioni additive o sinergiche, oltre 1'effetto dei singoli costituenti.

Il legno di potatura, tradizionalmente considerato uno scarto della gestione del vigneto, € emerso piu
di recente come fonte promettente di molecole bioattive ad attivita antitumorale (Reguouat et al.,
2025). Le conoscenze in merito restano tuttavia limitate: gli studi pubblicati riguardano un numero
ristretto di modelli tumorali e attribuiscono l'attivita osservata quasi esclusivamente a (E)-resveratrolo
ed (E)-e-viniferina, lasciando ancora poco esplorato il contributo degli altri metaboliti e le eventuali

sinergie all'interno del fitocomplesso (Quero et al., 2021; Bras et al., 2025).

Partendo da queste premesse, il presente lavoro di tesi si € posto 1'obiettivo di approfondire il
potenziale antitumorale di estratti di legno di potatura di Vitis vinifera, valutando il contributo di (E)-
resveratrolo ed (E)-e-viniferina all'attivita biologica dell'estratto e 1 principali meccanismi molecolari
alla base dell'effetto antitumorale. A tale scopo sono state impiegate le linee cellulari U251 e 4T1,
modelli consolidati rispettivamente di glioblastoma (GBM) e carcinoma mammario triplo negativo
(TNBC), neoplasie accomunate da elevata aggressivita, rapida proliferazione, marcata invasivita e
scarsa risposta alle terapie convenzionali (Gupta et al., 2020; Yalamarty et al., 2023b). Parallelamente,
per valutare la selettivita dei trattamenti e disporre di un opportuno controllo, sono state utilizzate le

linee cellulari non tumorali HaCaT e WI38.

In seguito all'estrazione sequenziale del legno di potatura con solventi a polarita crescente e alla
successiva rimozione dei composti interferenti (procedure svolte dal MedChemLab del Dipartimento
di Scienze del Farmaco dell’Universita di Pavia), l'estratto 3A ¢ risultato il campione a maggiore
attivita citotossica sulla linea U251. La sua caratterizzazione fitochimica (anch’essa svolta dal
MedChemLab del Dipartimento di Scienze del Farmaco dell’Universita di Pavia) ha permesso di
quantificarne il contenuto in (E)-resveratrolo ed (E)-¢-viniferina e di definirne il profilo metabolico
complessivo. Sebbene questi due stilbeni siano ampiamente riconosciuti per le loro proprieta

antiossidanti, antinfiammatorie e chemiopreventive, l'estratto non pud essere considerato una
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semplice somma dei suoi principali costituenti, ma un fitocomplesso in cui numerosi metaboliti
secondari possono contribuire all'attivita biologica attraverso interazioni additive, sinergiche o, in
alcuni casi, antagoniste (Beaumont et al., 2022; Fuloria et al., 2022; Zhou et al., 2016; Ratz-Lyko &
Arct, 2019).

L'effetto complessivo osservato potrebbe quindi non dipendere esclusivamente dai due stilbeni

principali, ma anche dal contributo degli altri composti presenti e dalle loro reciproche interazioni.

Per chiarire il ruolo dei principali stilbeni nell'attivita biologica dell'estratto 3A, 1’(E)-resveratrolo e
la (E)-e-viniferina sono stati isolati in forma purificata, mentre la restante componente dell'estratto ¢
stata raccolta nella frazione 3B, caratterizzata da un profilo metabolico sostanzialmente analogo a
quello dell'estratto di partenza, ma priva dei due composti. Tale approccio ha permesso di discriminare
il contributo dei due stilbeni maggioritari da quello dell'insieme degli altri metaboliti presenti nel

fitocomplesso.

A questo scopo, nelle cellule U251 ¢ stata confrontata 'attivita citotossica dell’(E)-resveratrolo e della
(E)-e-viniferina, somministrati singolarmente o in associazione alle stesse concentrazioni presenti
nell'estratto 3A alla rispettiva [Cso (circa 16-26 uM per 1’(E)-resveratrolo e 14-22 uM per la (E)-¢-
viniferina). I risultati hanno mostrato che soltanto 1’(E)-resveratrolo ha determinato una riduzione,
seppur modesta, della vitalita cellulare, senza raggiungere un'inibizione del 50%. Analogamente, il
trattamento combinato dei due stilbeni non ha riprodotto I'effetto citotossico osservato con l'estratto
3A. Queste evidenze indicano che l'attivita dell'estratto non puo essere ricondotta esclusivamente ai
due principali stilbeni, ma ¢ verosimilmente il risultato dell'azione combinata di ulteriori metaboliti
presenti nel fitocomplesso. Tale interpretazione ¢ supportata anche dai dati riportati in letteratura,
secondo cui I’(E)-resveratrolo esercita un effetto citotossico sulle cellule U251 in maniera dose-
dipendente, con valori di ICso generalmente compresi tra circa 50 e 300 uM (Farman et al., 2026; Jia
et al., 2021; Jiang et al., 2005, 2009, 2010; H. Li et al., 2013; J. Li et al., 2009; Nie et al., 2019; Sun
et al., 2012; XIONG et al., 2016), concentrazioni significativamente maggiori rispetto a quelle

presenti nell’estratto 3A alle dosi utilizzate in questo studio.

I risultati ottenuti, in accordo con quanto riportato in letteratura, indicano come la concentrazione di
(E)-resveratrolo presente nell'estratto 3A in corrispondenza del valore di ICso risulti inferiore a quella
generalmente richiesta per esercitare un effetto citotossico marcato sulle cellule U251. Tale dato
sembra avvalorare 1'ipotesi secondo cui l'attivita biologica osservata sia riconducibile anche ad altri
metaboliti presenti nell’estratto o ad un'interazione sinergica tra i diversi componenti dell'estratto,

piuttosto che all'azione isolata del solo (E)-resveratrolo. Per quanto riguarda la (E)-g-viniferina,
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sebbene siano state descritte proprieta antiproliferative in diversi modelli tumorali (Xue et al., 2014),

le informazioni relative al suo impiego nel GBM risultano ancora molto limitate.

Nel complesso, tali osservazioni indicano che 'attivita antitumorale di 3A non ¢ riconducibile ai soli
due stilbeni principali, ma deriva verosimilmente o da altri metaboliti o dall'azione combinata
dell'intero fitocomplesso. Per verificare questa ipotesi, l'attivita biologica di 3A ¢ stata confrontata
con quella della sua frazione 3B, priva di (E)-resveratrolo e (E)-e-viniferina, sulle linee tumorali U251
e 4T1 e sulle linee non tumorali WI38 e HaCaT. Entrambi i campioni hanno mostrato una citotossicita
significativa sulle cellule tumorali, evidente soprattutto dopo 72 ore, a conferma che I'assenza dei due

stilbeni non compromette l'attivita biologica dell'estratto.

Un dato interessante riguarda anche la selettivita d'azione dei due campioni, entrambi caratterizzati
da bassa tossicita sui fibroblasti polmonari WI38 e sui cheratinociti HaCaT: un profilo di sicurezza
che li rende candidati promettenti per futuri studi su GBM e TNBC, a differenza dei chemioterapici
convenzionali, generalmente piu aggressivi verso le cellule sane (Chaveli-Lopez, 2014).

\

E importante notare, tuttavia, che i saggi di citotossicita da soli non sono sufficienti a predire
l'efficacia antitumorale di un trattamento nel lungo periodo. Per questo motivo ¢ stato valutato I'effetto
di 3A e 3B anche sulla capacita clonogenica delle cellule tumorali, parametro strettamente associato
all'aggressivita neoplastica e al rischio di recidiva (Fiebig et al., 2004). Il saggio ha mostrato che
entrambi 1 campioni riducono in maniera dose-dipendente non solo la frazione di sopravvivenza, ma
anche le dimensioni delle colonie formate dalle cellule U251 e 4T1, indicando una compromissione
sia della capacita replicativa sia del potenziale proliferativo a lungo termine delle cellule tumorali. La
riduzione del diametro delle colonie, in particolare, suggerisce che le cellule sopravvissute
mantengano un potenziale proliferativo ridotto, piuttosto che subire un semplice rallentamento
transitorio della crescita, un aspetto rilevante, dato che la sopravvivenza clonogenica ¢ comunemente
considerata un indicatore funzionale delle proprieta staminali e della capacita di inizio tumorale.
L'inibizione della formazione di colonie osservata per entrambi i campioni indica dunque un'attivita
antiproliferativa che va oltre la citotossicita acuta, e conferma come anche la frazione 3B, priva di
(E)-resveratrolo e (E)-e-viniferina, contenga composti in grado di esercitare un effetto inibitorio

duraturo sulla crescita delle cellule tumorali.

Nel complesso, 1 profili di citotossicita e di inibizione clonogenica osservati dopo 72 ore indicano che
gli estratti di legno di potatura di Vitis vinifera potrebbero agire attraverso meccanismi molteplici, tra

cui l'induzione dell'apoptosi e la soppressione a lungo termine del potenziale clonogenico.
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Per approfondire i meccanismi alla base di questo effetto, ¢ stata analizzata la modulazione dell'asse
apoptotico intrinseco, valutando nello specifico I'espressione di Bax, Bcl-2 e caspasi-3 clivata nelle

cellule tumorali trattate.

I membri della famiglia di Bel-2 regolano l'apoptosi attraverso 1'equilibrio tra fattori pro-apoptotici
(BAX) e anti-apoptotici (Bcl-2), un bilancio che riflette il rapporto tra segnali di morte cellulare e
segnali di sopravvivenza: ¢ per questo che il rapporto Bax/Bcl-2, piu che I'espressione delle singole
proteine, viene considerato un indicatore affidabile dell'impegno apoptotico (Gao & Wang, 2009;
Pawlowski & Kraft, 2000; Qian et al., 2022; Salakou et al., 2007). Nelle cellule trattate con 3A e 3B,
l'aumento di Bax e la riduzione di Bcl-2 hanno portato tale rapporto sopra il valore di 1 (contro un
valore inferiore a 1 nei controlli), indicando la conseguente attivazione delle caspasi a valle (Du et
al., 2014; Raisova et al., 2001). Coerentemente, entrambi i trattamenti hanno anche aumentato i livelli
di caspasi-3 clivata, effettore terminale dell’apoptosi (Mcllwain et al., 2013; Steiner & Lang, 2017;
Wimmer et al., 2020). Questi dati, nel loro insieme, indicano che 3A e 3B non si limitano a rallentare

la proliferazione, ma inducono la morte cellulare programmata.

Un aspetto che merita attenzione ¢ il possibile risvolto clinico di questo dato: la resistenza dei tumori
alla terapia ¢ spesso legata proprio a uno squilibrio nell'asse Bax/Bcl-2, e il fatto che entrambi 1
campioni riescano a modularlo apre a scenari applicativi interessanti, sia come trattamento a sé stante,
sia in associazione ad altri farmaci, per rendere le cellule tumorali sensibili all'apoptosi. Alla luce di
tutti 1 risultati discussi, si puo quindi concludere che la capacita degli estratti di legno di potatura di
Vitis vinifera di agire sui marker dell'apoptosi rappresenta uno dei meccanismi chiave della loro

attivita antitumorale.

Oltre all’attivita antitumorale, I’estratto 3A ha evidenziato anche una marcata attivita antiossidante,
riducendo significativamente 1 livelli intracellulari di ROS nelle cellule non tumorali. Questo risultato
suggerisce un potenziale impiego dell’estratto non solo come agente antitumorale, ma anche come
supporto alle terapie oncologiche, contribuendo a proteggere le cellule sane dal danno ossidativo. La
frazione 3B, invece, non ha mostrato alcun effetto significativo sui livelli di ROS, indicando che (E)-
resveratrolo ed (E)-e-viniferina esercitano un’azione antiossidante specifica, indipendente dal

contributo del resto del fitocomplesso all’attivita citotossica.
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6. CONCLUSIONI

Il presente lavoro di tesi ha permesso di approfondire il potenziale biologico degli estratti ottenuti dal
legno di potatura di Vitis vinifera, evidenziandone le proprieta antitumorali e antiossidanti e chiarendo

il contributo dei principali metaboliti presenti nel fitocomplesso.

Tra gli estratti analizzati, 1'estratto 3A ha mostrato una significativa attivita citotossica nei confronti
delle linee cellulari tumorali U251 e 4T1, mantenendo una ridotta tossicita verso le cellule non
tumorali WI38 e HaCaT. Il confronto con la sua frazione 3B, priva di (E)-resveratrolo e (E)-¢-
viniferina, ha dimostrato che I'attivita antitumorale dell'estratto non € attribuibile esclusivamente a
questi due stilbeni, ma ¢ verosimilmente il risultato dell'azione combinata degli altri metaboliti

presenti nel fitocomplesso.

Oltre a ridurre la vitalita cellulare, entrambi i campioni (3A ¢ 3B) hanno compromesso anche la
capacita clonogenica delle cellule tumorali e promosso l'attivazione della via apoptotica intrinseca,
come dimostrato dall'aumento del rapporto Bax/Bcl-2 e dell'espressione della caspasi-3 clivata.
Questi risultati indicano che I'effetto antitumorale non si limita a una riduzione della proliferazione

cellulare, ma coinvolge anche 1'attivazione di specifici meccanismi di morte cellulare programmata.

Per quanto riguarda l'attivita antiossidante, solo l'estratto 3A ¢ risultato in grado di ridurre l'accumulo
intracellulare di ROS indotto da stress ossidativo nelle cellule non tumorali, suggerendo che 1’(E)-
resveratrolo e la (E)-e-viniferina siano 1 principali responsabili di questa proprietd, pur non

rappresentando 1 principali mediatori dell'attivita antitumorale.

Nel complesso, i risultati ottenuti evidenziano il valore degli estratti di Vitis vinifera come promettenti
fonti di molecole bioattive per lo sviluppo di nuove strategie antitumorali. In particolare, il duplice
profilo biologico dell'estratto 3A, caratterizzato da attivita antitumorale e antiossidante, potrebbe
rappresentare un vantaggio nell'ambito di approcci terapeutici o chemiopreventivi. Inoltre, questo
studio contribuisce alla valorizzazione del legno di potatura della vite come sottoprodotto
agroindustriale destinabile allo sviluppo di composti a potenziale interesse farmaceutico, in un'ottica
di economia circolare. Saranno tuttavia necessari ulteriori studi per identificare il contributo dei
singoli metaboliti presenti nel fitocomplesso e approfondire i meccanismi molecolari alla base

dell'attivita biologica osservata.
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