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1 Introduzione

1.1 1l Vischio

Il vischio (Viscum album L.) (Figura 1) ¢ unapianta sempreverde epifita di numerosi alberi,
soprattutto latifoglie, come ad esempio pioppi, querce, tigli, olmi, noci, meli. Cresce anche sulle conifere
come il pino silvestre, il pino nero e I’abete bianco. Se ne puo notare la presenza specialmente in inverno,
quando 1 suoi cespugli piantati nei tronchi sono evidenziati dalla perdita delle foglie della pianta che li

ospita.
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Figura 1: Vischio (Rovereto, Vivaio del signor Sergio Baroni, Ospite Frassino)

1.1.1 Descrizione botanica
I1 vischio ¢ un piccolo arbusto cespuglioso, emiparassita che si sviluppa sulla pianta ospite mediante radici

modificate dette austori. Questi sono atti a captare la linfa della pianta cui ¢ ospite. Pud raggiunge
dimensioni tra i 20 e 50 cm. I fusti sono legnosi, dicotomi, verdi, scanalati internamente e con striature
longitudinali. Le foglie sono opposte, sempreverdi, coriacee, carnose, intere, sessili, di forma lanceolato-
spatolata e con 3 -3-7 nervature subparallele. I fiori sono molto piccoli di colore giallo-verde, gamopetali,
unisessuali, tetrameri, e formanti densi fascetti all'ascella delle foglie o terminali ai rami. Il fiore femminile
¢ subsessile con peduncoli di (1,5) 3,5 (5) mm; 4 tepali di forma deltoidea (1)1,2 (1,5) x (0,8) 1 - 1,2 (1,5)
mm; ovario infero e stilo corto o subnullo. Il fiore maschile ¢ composto da 4 (5-6) tepali di forma ovata 3 -
5 x 2 - 3 mm saldati nella parte inferiore con presenza di 4 stami e antere subsessili. L’antesi avviene nel
periodo tra marzo e maggio. Il frutto ¢ costituito da una piccola bacca (generalmente 3 - 4) di forma sferica
o ovoidale di @ (5) 6 - 12mm, di colore bianco-madreperlaceo con mesocarpo a polpa gelatinosa in cui

sono immersi 2-3 semi piatti e di colore verde; il frutto matura il secondo anno e cade all'inizio del terzo.



1.1.2 Habitat
I1 vischio ¢ una specie sempreverde che cresce su ospiti quali Rosacee, Aghifoglie, Salicace, Tiliace e

Fagace. E un parassita diffuso nelle zone temperate dell'Europa centrale fino all'Iran. Non si trova in

America, né in Australia (http://www .erbeofficinali.org).

Geograficamente, il vischio ¢ distribuito dall'Africa settentrionale all'Inghilterra meridionale e alle regioni
scandinave meridionali, in tutta I’Europa centrale, sud-orientale e orientale ed in Giappone. In Europa, tre
sottospecie sono state identificate a seconda delle specie di alberi ospitanti. Il suo sviluppo in Italia ¢
presente su tutta la penisola dai 0 a 1200 m slm (Figura 2). Nella flora italiana sono presenti le seguenti

sottospecie che si distinguono per la pianta ospite:

- Viscum album sottospecie abietis con foglie lunghe fino a 8§ cm e larghe almeno 1/3; cresce su Abies.
- Viscum album sottospecie loranthaceae con semi appiattiti ai lati; cresce sulle dicotiletoni legnose.

- Viscum album sottospecie austriacum caratterizzato da semi ovali; lo troviamo su Pinus, Larix e Picea.
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Figura 2: Diffusione del vischio (Acta platarum; http://www.actaplantarum.org/floraitaliac/mod_viewtopic.php?t=25853 )

1.1.3 Diffusione
La diffusione di questa pianta avviene essenzialmente in due distinti modi. Entrambi ad opera di uccelli

migratori quali la cinciallegra e la gardena. Gli uccelli migratori dopo I’ingestione delle bacche possono far
si che si depositi il seme sugli alberi insieme agli escrementi. In alternativa grazie alla sostanza vischiosa
che ¢ contenuta nelle bacche, queste possono restar appiccicate alle piume limitrofe al becco dei volatili, 1
quali durante il volo infastiditi dalla presenza della bacca appiccicata, vanno a posarsi sulle cime delle
piante piu alte per scrollarsi la bacca di dosso, strofinando cosi il becco sulle cortecce dei rami possono far

si che il seme giunga sul suo ospite.



I1 vischio ha tempi di crescita molto lunghi. Dopo la germinazione del seme, questo pud impiegare anche
piu di due anni per instaurare tramite austorio il legame con la pianta ospite. Avvenuto cio la piantina di

vischio puo richiedere dai 7 ai 10 anni per un pieno e completo sviluppo (Figura 3).

Durante I'inverno uccelli come la tordela
ed altri si alimentano dei frutti del vischio
e ne causano la disseminazione.

Le bacche maturano in
novembre/dicembre

Semi di vischio su un ramo di
abete (dimensioni del seme
circa 2x4x6 mm)

Limpollinazione &
soprattutto a carico
o Iﬁ? f(ormh:i A partire da marzo/aprile, i
semi germinano per effetto

della luce e del calore X

| fiori compaiono tra la fine di Verso la fine di maggio, la
febbraio e l'inizio di aprile (il  Fiore fommmlle plantula si attacca al ramo
vischio & una pianta dioica). ospite per mezzo dell'ap-

pressorio e l'austorio pri-
mario comincia a insi-
nuarsi nella corteccia
della pianta ospite.

In seguito sospende Il suo
accrescimento fino all'an-
no successivo e sverna
sul suo substrato. /

In aprile appaiono le foglie

Inizia la ramificazione primarie lunghe circa 1 cm

(getto a forcella). X
A primavera il ramo portante forma dei nuovi tessuti legnosi attor-

/

4 no all'austorio primario che trova a questo punto un accesso al vasi
conduttori della pianta ospite. Si sviluppano i cordoni corticali e gl
austori secondari, anche questi sono circondati dal legno che con-
tinua ad accrescersi @ anch'essi entrano in contatto con i vasi.

Figura 3: Ciclo di sviluppo del vischio (Nierhaus-Wunderwald et al. 2001)



Un attacco di vischio puo avere varie conseguenze in un albero: un attacco massiccio puo rallentare
I’accrescimento sia in altezza che in diametro dell’albero parassitato; sviluppandosi su un tronco il vischio
puo creare delle cavita nel legno diminuendone cosi il valore; pud contribuire insieme ad altri fattori al
deperimento di certi alberi; sembra che I’abete in tal senso sia

piu suscettibile dei pini.

1.2 Storia e curiosita

1.2.1 Etimologia e Leggende
Il nome del genere ¢ di origine latina con significato di “viscidus o viscosus™ per il succo appiccicoso

contenuto dalle bacche. Altri autori fanno risalire il genere alla civilta celtica con il significato di “arbusto”
di cui veneravano specialmente quello che parassitava la quercia. L’epiteto della specie ¢ riferito al colore
bianco delle bacche. Il vischio ¢ una pianta delle piu antiche che ha accompagnato 1’uomo nella sua storia.
La troviamo inserita e menzionata nella mitologia, nella botanica e nella farmacopea antica e piu recente.
Virgilio racconta che Enea per scendere negli inferi per rivedere il padre Anchise, viene avvisato
dalla Sibilla Cumana che dovra portarsi un rametto di vischio “il ramo d’oro” che gli consentira di
attraversare lo Stige. Per procurarselo interviene la dea Venere che si rivela mediante una coppia di colombe
che indicano dove ¢ il ramo. Quando Enea attraversa la foresta e raggiunge la riva del fiume, Caronte si
rifiuta di traghettarlo ma, visto il rametto di vischio si rallegra e imbarca Enea. Questa leggenda aveva dato

al vischio il significato di essere in grado di “schiudere le porte della morte.

“quale suole nelle selve col freddo invernale il vischio
verdeggiare di fronda nuova, poiché la sua pianta
non germina, e con frutti giallastri avvolgere i tondi tronchi,
tale era I’aspetto dell oro frondeggiante sull’ombroso
elce, cosi crepitava la lamina al vento lieve”

Virgilio, Eneide, Libro VI

Le estese foreste di querce presenti nel centro-nord Europa hanno alimentato miti che riguardano anche il
vischio. Plinio, scrivendo dei popoli Celti, parla dei sacerdoti Druidi, essi ritenevano la pianta di rovere
come inviato, insieme alla folgore, dal cielo, perché scelto dalle divinita. Questo albero diventa veramente
importante se porta con s¢ il vischio, che verra raccolto con devozione al sesto giorno della luna perché,
essendo gia piu della meta, trasmettera piu forza. La pianta raccolta con questo rituale era in grado di guarire
tutto; infatti i rametti, messi in un bacile d’oro, dopo le funzioni sacre, I’acqua in esso contenuta era

destinata a guarire qualsiasi male. Tali usanze druidiche continuarono anche dopo I’avvento della



cristianizzazione.

Si racconta che Baldr, figlio di Odino e della dea dell’amore Frigg, fosse un grande dio e tutti lo lodavano,
tanto che gli dei decisero di renderlo immortale e per far questo consultarono tutte le piante tranne una. Era
un onore fare a gara per dimostrare I’immortalita di Baldr. Loke era suo fratello, dio del male, invidioso di
tanta popolarita e per questo lo voleva morto. Fece una freccia con un rametto di vischio (I’unica pianta
non interpellata) e la dette a Hodhr, dio cieco dell’inverno, che la scaglid, con I’aiuto di Loke, togliendogli
la vita. La dea Frigg per il dolore pianse e le sue lacrime caddero sul vischio trasformandosi in perle
bianchissime. Per la gioia, la madre, bacio chiunque passasse sotto 1’albero portatore della sacra piantina.
Forse legata a questa leggenda, ancora oggi, resiste 1’usanza di baciarsi sotto il vischio per conquistare
I’amore di coppia. Pur essendo una pianta di tradizione pagana, fu poi ammessa, per la prima volta dalla
chiesa d’ Inghilterra, a far parte degli ornamenti usati in chiesa, nel periodo natalizio, nel segno della pace

universale.

1.2.2 Utilizzi ed impieghi
Tradizionalmente, il vischio europeo ¢ stato ampiamente utilizzato da molti anni con notevoli effetti

terapeutici benefici per ’'uomo.

V. album ¢ stato usato come un rimedio di popolare in Europa ed ¢ stato un arbusto mitico che ha avuto
una forte influenza sulle persone in tempi antichi.

1l Viscum album & una pianta farmaceutica e un simbolo nella mitologia. E la prima pianta, definita come
“vischio”. Secondo Gaius Plinius Secundus (23-79 AC) questa pianta era considerata un antidoto per i
veleni e I’impianto divenne un miracolo a causa della sua capacita di curare ogni malattia.
Tradizionalmente, I’infusione di vischio ¢ stata utilizzata per 1’alta pressione sanguigna, vertigini e orticaria.
I registri degli antichi greci suggeriscono che durante il 460-377 AC, le malattie legate alla mucosa
venivano trattate con I’idolo di quercia. Durante il 23-79 AC, Plinio ha spiegato il ruolo benefico del vischio
nel trattamento dell’infertilita, delle ulcere e dell’epilessia. Platone circa nel 150 AC, ha descritto 1’utilizzo
del vischio per trattare i tumori (Singh et al., 2016).

In un lavoro francese sui rimedi domestici, nell’anno 1682, ¢ stato considerato come un’erba per il
trattamento dell’epilessia. Durante 1’anno 1731, il vischio ¢ stato utilizzato per vari scopi, tra cui sollievo
al dolore causato dal lavoro e deworming (vermifugo) nei bambini. Piu tardi, era stato usato per curare
convulsioni delirio, isteria, nevralgie, debilitazione nervosa, disturbi urinari, malattie cardiache e molte altre
lamentele derivanti da uno stato indebolito e disordinato del sistema nervoso. Gli estratti di vischio
contengono diversi componenti tossici, alcuni dei quali sono lectine o proteine capaci di legarsi a specifici
zuccheri. Nel 1921 il dirigente spirituale antroposofo-austriaco Rudolf Steiner raccomando che il vischio

potrebbe essere usato per curare il cancro, basato sull’osservazione che il vischio, come il cancro, ¢ parassita



e spesso letale per il suo ospite. Le cliniche svizzere e tedesche sono state fondate per attuare questa idea e
ancora attivamente preparano estratti di vischio fermentato con I’utilizzo di un ceppo di Lactobacillus.
Come rimedio omeopatico viene utilizzata la pianta intera contro le convulsioni, epilessia, vertigini, spasmi
muscolari, e palpitazioni. Gli estratti grezzi dei costituenti chimici isolati dal V. album hanno mostrato
effetti medicinali significativi nei modelli sperimentali e nei pazienti con cancro, condizioni autoimmuni e
infiammatorie. I recenti studi clinici randomizzati hanno suggerito una migliore sopravvivenza globale e la
qualita della vita nei pazienti affetti da tumore trattati con diversi preparati di vischio (Singh et al., 2016).

Questi composti fitochimici bioattivi hanno diverse attivita biologiche, tra cui quella immunomodulatoria,
antiossidante, citotossicita, anti-tumorale, anti-ipertensiva, sedativa, anti-diabetica e epato-protettiva. V.
album ha mostrato una significativa attivita bio-inibitoria contro le linee cellulari umane del cancro (Elluru
et al., 2009). Diverse aziende come WELEDA, ABNOBA HEILMIT, HELIXOR HEILMITTEL,
NOVIPHARM e MADAUS commercializzano una gamma di preparazioni a base di vischio, noti con il
nome commerciale di Iscador® ABNOBAViscum, Cephalektin, Eurixor®, Helixor®, Isorel e

LektinolTM. (Saha et al., 2015).
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Figura 4: prodotti a base di vischio fermentato attualmente in commercio.

Pur avendo un forte sfondo storico la comunita scientifica del XIX secolo ha rifiutato rimedi a base di
vischio. L’interesse ¢ stato risvegliato nel XX secolo quando Gaultier ha dimostrato, tramite la
somministrazione orale/subcutanea di un estratto fresco di vischio, I’efficacia del fitopreparato nella cura
di problemi di pressione sanguigna sia negli animali che negli esseri umani.

I1 vischio viene ufficialmente menzionato nelle farmacopee verso la fine del secolo scorso, tempo in cui
furono scoperti e sperimentati per la prima volta i1 suoi principi attivi. Dalle bacche si estrae la “pania” =
“vischio” usata per catturare gli uccelli (oggi illegale) e anche come collante per cerotti adesivi. La polvere

ottenuta dalla pianta di V. album ¢ ricca di vitamina C, colina e derivati triterpenici (Haas et al., 2003). Puo



essere usata come diuretico, per curare la gotta, come antispasmodico, antiepilettico, ipotensivo,
vasodilatatore e per ridurre il battito cardiaco.

I flavonoidi e gli acidi fenolici contenuti nelle piante agiscono come antiossidanti naturali. La quercetina
per esempio ha dimostrato un forte potere antiossidante accompagnato spesso da attivita antivirale e
antibatterica. Gli acidi fenolici sono costituenti onnipresenti nei componenti vegetali e derivano dal
metabolismo della fenilalanina e tirosina. Il profilo fitochimico del vischio dipende dall’ospite sul quale
esso stesso cresce. | principali composti bioattivi sono le lectine (glicoproteine con effetti sulla
proliferazione delle cellule) e le cotoxine (piccole proteine, 5 Kda) (Edlund et al., 2000; Romagnolli et al.,
2000). La concentrazione di alcaloidi ¢ generalmente bassa e pure questa dipende dall’ospite (Peng et al.,
2005). I principali flavonoli ritrovati nel vischio sono la quercetina, il canferolo e il loro derivati metilici,
il flavonone e la naringina (Haas et al., 2003). Tra gli acidi fenolici presenti, I’acido digallico e ’acido o-
cumarico nella sua forma libera o glicosilata sono considerati composti con attivita antiossidante

(Luczkiewicz et al., 2001).

1.3 Composizione chimica e proprieta
Il vischio europeo ¢ caratterizzato da un profilo fitochimico complesso per la presenza di numerosi

metaboliti secondari quali lectine, polisaccaridi, alcaloidi, terpeni, proteine, peptidi, ammine, polifenoli,
flavonoidi, fitosteroli e amminoacidi. E importante sottolineare che alcune sostanze, ad esempio alcuni
alcaloidi, non sono prodotti dal vischio ma vengono assimilati dalla pianta ospite. Di seguito riportiamo le

principali componenti conosciute e studiate di Viscum album.

1.3.1 Ammine Biogene e Frazione Amminoacidica
Mediante cromatografia su strato sottile (TLC), da estratti di vischio sono state isolate alcune ammine

biogene: colina (0,13-0,26% del peso secco), acetilcolina, istamina, acido y butirrico (GABA). Mediante
gascromatografia capillare ¢ stato determinato il contenuto in amminoacidi liberi di diversi preparati di
Viscum album, determinando cosi una quota insolitamente elevata di arginina e prolina. Vari studi
sottolineano il ruolo dell’arginina nelle difese antitumorali, essendo risultata attiva nella prevenzione della

carcinogenesi chimica e nella stimolazione timica in animali da laboratorio (Portalupi et al., 1987).

1.3.2 Viscotossine
La frazione polipeptidica basica ¢ costituita da proteine citotossiche molto simili fra loro le viscotossine,

proteine stabili alla fermentazione, al riscaldamento (30min a 100°C) e alla digestione con tripsina e
chimotripsina. Risultano essere attive sugli acidi nucleici, citotossiche su cellule tumorali in vitro.

Presentano analogie con il veleno di cobra e con altre tossine vegetali cardioattive. Le viscotossine sono



state isolate tramite cromatografia su cellulosa-fosfato, hanno peso molecolare di circa 5000 Dalton,

costituite da 46 amminoacidi in catena unica interconnessa con ponti disolfuro (Samuelsson et al., 1973).
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Figura 5: Struttura della viscotossina A3

1.3.3 Lectine
Le lectine sono glicoproteine del peso molecolare di circa 120000 Dalton separabili mediante cromatografia

per affinita. Sono termolabili con tolleranza massima di 30min a 40°C e denaturazione tra i 55° e 70°C. Le
lectine sono caratterizzabili con HPLC e le isolectine vengono caratterizzate con elettroforesi su disco in
gel poliacrilamide. Consistono di due tipi di catene polipeptidiche con differenti attivita specifiche,
corrispondenti alle catene A e B di altre lectine vegetali tossiche come 1’abrina e la ricina.

Una catena A e una B si uniscono con ponti disolfuro a costituire un monomero (P.M. 60000 Da). Le lectine
in condizioni normali sono per la maggior parte dimeri (P.M. 120000 Da) formati da due monomeri uniti

con legami non covalenti (Ziska et al., 1978).

Figura 6: struttura cristallina della lectina I isolata da Viscum album (2MLL Mistletoe lectin from Viscum album:
http://www.rcsb.org/pdb/explore.do?structureld=2mll)

1.3.4 Frazione Proteica di Vester
Vester fu il primo ad isolare e sperimentare negli anni settanta 1’attivita citotossica e immunostimolante di

una frazione proteica dal Viscum album (Vester et al., 1977). Tale complesso proteico chiamato “VP16” ¢

estraibile per centrifugazione, precipitazione con solfato d’ammonio e cromatografia su gel. VP16 ha peso



molecolare da 14.000 a 125.000 Dalton, ¢ altamente sensibile agli influssi denaturanti e risulta oggi
costituita da almeno 10 componenti, alcuni dei quali sovrapponibili per peso molecolare e caratteri alle
lectine o a catene lectiniche. La VP16 ha una forte tendenza a legarsi con gli acidi nucleici e inibisce la
sintesi di colture di cellule maligne. E risultata stimolante e citotossica per cellule tumorali in vitro e
nell’animale (Nienhaus et al., 1970). Nell’animale si sono osservate ED50 (quantita minima di farmaco che
abbia un effetto riscontrabile in almeno il 50% dei soggetti testati) a partire da 0,0003 mg/kg/die (Evans et
al., 1973).

1.3.5 Frazione Polisaccaridica
I polisaccaridi principali del v. album sono rappresentati da galatturonani e arabinogalattani. Tramite vari

metodi TLC, HPLC, GC ¢ stata identificata la presenza di mannosio, saccarosio, glucosio, xilosio,

arabinosio, trealosio, raffinosio, maltosio fruttosio e galattosio (Jordanet al., 1986).

1.3.6 Alcaloidi e Glicosidi
Alcuni alcaloidi possono costituire glicoconiugati con le lectine e le viscotossine. Viene suggerito che essi

contribuiscano a mantenere intatte strutture specifiche di queste molecole necessarie per la loro possibile

attivita terapeutica (Portalupi et al., 1987).

1.3.7 Composti Acidi
Presenti in V. album acido ossalico, citrico, tartarico ¢ vitamina C.

1.3.8 Lipidi
Individuati acidi grassi semplici (fra 1 principali acido palmitico, oleico e linoleico) 14 acidi ciclici, terpeni

e steroli (Portalupi et al., 1987).

1.3.9 Costituenti Inorganici
I1 peso secco rappresenta circa il 20% della sostanza fresca. Varie analisi delle ceneri hanno evidenziato la

presenza di potassio, fosforo (acido fosforico, fosfato di ferro), magnesio e zolfo. Inoltre un contenuto
abbastanza elevato di vari elementi tra cui rame, calcio, cromo, sodio, silice € magnesio (Portalupi et al.,

1987).

1.3.10 Fenoli e flavonoidi
Con il termine di polifenoli si indica una grande varieta di molecole che possono essere suddivise in molte

sottoclassi, suddivisioni che possono essere fatte sulla base della loro origine, funzione biologica svolta o

struttura chimica.



Chimicamente sono composti con caratteristiche strutturali fenoliche, che si possono associare
a carboidrati differenti, ed infatti nelle piante la maggior parte si trova legata a zuccheri e quindi in forma
di glicosidi, e ad acidi organici; in entrambe i casi 1 sostituenti si possono posizionare in posizioni differenti
sugli scheletri polifenolici. Tra i polifenoli si trovano molecole semplici, come gli acidi fenolici, o strutture
complesse come i tannini condensati, molecole altamente polimerizzate.

Possono essere suddivisi in diverse sottoclassi in base al numero di anelli fenolici presenti nella loro
struttura, agli elementi strutturali che legano questi anelli tra di loro, e ai sostituenti legati agli anelli.
Possono quindi essere individuati due grandi gruppi: 1iflavonoidie 1 non flavonoidi.
I flavonoidi, che condividono una struttura formata da due anelli aromatici, indicati come A e B, legati
insieme da 3 atomi di carbonio che formano un eterociclo ossigenato, I’anello C, possono essere
ulteriormente suddivisi in 6 sottoclassi principali, in funzione del tipo di eterociclo coinvolto (I’anello C).

I1 vischio ¢ stato usato nella folk medicine per il trattamento di varie malattie come 1’aterosclerosi e
I’ipertensione (Wagner et al., 1986, 1988). La letteratura suggerisce che i componenti fenilpropanoidici e
flavonoidi siano i principali responsabili di questa attivitd. In particolare, le evidenze sperimentali
dimostrano che queste molecole sono in grado di inibire I'adenosina monofosfato ciclico (cAMP) -
fosfodiesterasi (PDE) in vitro correlabile all'attivita farmacologica in vivo. Alcuni composti fenolici hanno
mostrato effetti vascolari e rilassanti sul tratto aortico del ratto (Deliorman et al., 2000).

Tra 1 diversi composti fenolici ritrovati nelle foglie e nel fusto di vischio si riportano in particolare acidi
fenolici (acido gallico, acido protocatechico, acido gentisico, acido clorogenico, acido p-idrossibenzoico,
acido caffeico, acido siringico, acido salicilico, acido ferulico, acido sinapico, acido cinnamico) e flavonoidi
(naringina, quercetina e camferolo). Le concentrazioni dei metaboliti ¢ diversa a seconda dell’ospite (Figura

7 e Tabella 1).
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. |BIOACTIVE VAA VAF VAP VAM VAR
EZ: |COMPOUNDS  |Acer campestre |Fraxinus Populus nigra | Mallus domestica|Robinia
[oRe] excelsior pseudocacia
O < leaves [stems [leaves [stems [leaves [stems [leaves [stems [leaves [stems
Pentacyclic triterpene
1. |Betulinicacid ([nd nd nd 235 |nd nd 187 (205 |nd nd
=0.03 +0.20 [+0.05
Phenolic acids
2. |[Gallic acid nd nd nd nd nd nd nd nd 3993 [nd
04
3. Protocatechuic [nd nd 506 |387 |258 045 |410 |nd nd 201
acid +0.03 |#0.01 |*0.01 ([+0.01 |=0.32 +0.2
4. |Gentsic acid nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
5. [Chlorogenic acid [4.70 |nd 274 (127 |nd nd nd nd nd nd
+0.01 +0.02 |=02
6. |para-OH benzoic|10.16 |nd 1081 |nd 125 |nd 102 |nd nd nd
acid =0.1 +0.02 +0.02 =011
7. Cafeic Acid 1361 |nd 1398 |1586 |nd 534= (6.39 6.81 nd nd
=0.04 +0.01 |£0.03 0.03 +0.23 [#0.004
8.  |Syringic acid nd nd 111 |1213 |nd nd nd 132 |nd nd
+0.04 |=0.01 +0.02
9.  |Salicilyc acid 670 |nd 270 |nd 84 23 180 |nd nd nd
+0.03 +0.03 +0.01 |+0.05 (=0.01
10. |para-coumaric |nd nd 182 |nd nd nd nd nd nd nd
acid +0.001
11. [Ferulic acid 7.58 |nd 8.99 8.06 1152 |6.14 7.81 6.88 993 |nd
+0.001 +0.02 |£0.02 |x0.1 +0.11 |=0.01 |#0.01 (+0.01
12, |Sinapic acid 541 nd 1235 [482 717 |nd 211 113 1932 |nd
0.3 +0.01 (=004 |x03 =002 (001 ([+0.01
13. |Trans-cinmamic (541 (123 [nd 307 |nd nd nd nd nd nd
acid =004 |+003 =0.05
Flavonoids
14, |Naringenin nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
15. [Quercetin 093 |nd 6.05 |nd 325 |nd 036 |nd 790 |nd
+0.01 +0.02 +0.01 +0.02 +0.01
16. |Kampherol 274 |332+0.|730 |366 |nd nd nd nd 7.58 [6.38
=0.01 |001 +0.01 |=0.01 +0.01 |+x0.01
Polyphenol
17. |Rosmarinicacid (194 (181 |nd 127 |08 20 112 (108 |nd nd
+0.002 =001 (#0.2 |+0.001 [x0.01 |+0.02
Total phenolicacids  |53.57 |123 [59.56 [49.08 (3092 (1423 (2323 [16.14 [69.18 [2.01
Ratio leaves/stems of [43.51:1 121 22:1 14:1 3441
phenolic acid
Total phenolic acid 54.80 108.64 4515 39.37 71.19
(leaves +stem)
Total flavonoids 6.99 17.01 3.25 0.36 21.86
(leaves +stem)

Tabella 1: analisi quantitativa (ug/g DW, HPLC) di agliconi fenolici di estratti di foglie e fusti di vischio da differenti ospiti
(Viscas, S. et al. 2011)



2 Scopo della tesi

2.1 Scopo della tesi

V. album, una pianta che ¢ stata descritta da tempi mitologici come un potente rimedio per molte patologie
continua a suscitare interesse e curiosita scientifica tra i1 ricercatori. Anche un secolo dopo la sua
introduzione come rimedio di supporto nel trattamento per il cancro, le conoscenze dei meccanismi di
azione del vischio continuano ad essere oggetto di studio. Lo scopo di questo lavoro ha riguardato lo studio
comparativo del contenuto polifenolico e dell’attivita antiossidante degli estratti di foglie di vischio, ospite
parassita di piante diverse.

L’obiettivo di questa tesi ¢ stato quello di indagare 1’attivita antiossidante e il contenuto di polifenoli, in
estratti di foglie di piante di vischio provenienti da ospiti differenti tra loro. Tutti gli ospiti sono di specie
diverse cresciute in tempi differenti tra loro. Tra i campioni di vischio considerati ne sono stati analizzati
alcuni cresciuti tramite innesto del seme di vischio nella corteccia su ospiti che solitamente in natura non
presentano questo emiparassita o se lo presentano risultano essere molto rare e sporadiche. I campioni sono
stati raccolti nel periodo autunnale per quanto riguarda V1 e V2 (specie cresciute sulle conifere ospiti). Il
primo campione V1 ¢ stato raccolto nei boschi limitrofi il paese di Fondo in Val di Non, il suo ospite ¢ un
pino silvestre di eta superiore ai 60 anni. Il secondo campione V2 ¢ stato recuperato nella zona di San
Lorenzo Dorsino nella provincia di Trento, I’ospite € un pino nero. Dei primi due vischi sono state raccolte
e studiate anche le bacche. Il resto dei campioni da V3 a V8 ¢ stato raccolto in primavera (specie cresciute
sulle latifoglie ospiti). Questi sono stati prelevati in un vivaio privato nei pressi della citta di Rovereto
sempre in Trentino. Il vivaio ¢ gestito dal Signor Sergio Baroni il quale si considera un pioniere nel settore
del vischio poiché lo coltiva per rivenderlo durante i mercatini natalizi da circa una quarantina di anni. La
sua passione lo ha spinto a cercare metodi funzionali con i1 quali far propagare il vischio grazie I’innesto
del seme sotto la corteccia delle piante ospiti. Nel suo vivaio sono presenti circa duecento piante di famiglie
e specie diverse con le quali Sergio ricava i preziosi rametti da rivender 1’inverno. Gli ulteriori ospiti
utilizzati sono V3 prugno di piu di 80 anni di etd, V4 un ciliegio di circa 40 anni, V5 un giuggiolo di 10
anni, V6 un lilla di 20 anni, V7 un melo di 15 anni e I'ultimo campione V8 aveva come ospite un

biancospino di circa 25 anni di. L’eta ¢ dichiarata dal proprietario.
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. . \ o ., . | Etadel A Peso | Peso
A Ospite (nome | Ospite (nome| Eta dell' . Sito di Periodo di . .. |Porzione Contenuto
Campione . . ..| Famiglia vischio K fresco| secco
scientifico) comune) ospite (anni) raccolta raccolta .. |analizzata acqua %
(anni) (g) (g)
Pi ) . Trento, Val di bre- ) .
Vi mus. Pino silvestre >60® Pinaceae no.vem re >20@ foglie 37,8 | 16,0 57,67
sylvestris Non © dicembre
Pi ) Trento, Val di bre- )
Vi_b US| pino silvestre | >60® Pinaceae HOVEIDIE™ | 50@ | bacche | 41,6 | 16,9 | 59,37
= sylvestris Non © dicembre
] , . Trento, San | novembre- , )
V2 Pinus nigra Pino Nero >60® Pinaceae . . >20@ foglie 35,58 | 15,3 56,9
Lorenzo (©) dicembre
Trento, San bre-
V2 b Pinus nigra Pino Nero >60® Pinaceae . no.Vem re >20® bacche 34,6 | 149 56,93
- Lorenzo (©) dicembre
P febbraio-
V3 r'unus Pruno >g0® Rosaceae Rovereto'® ao 30 foglie 22,5 8,2 63,5
spinosa marzo
. b () (@ febbraio- ) .
V4 Prunus avium Ciliegio 40 Rosaceae Rovereto 20 foglie 426 | 17,2 59,6
marzo
Ziziph febbraio-
\A] .zzz.p " Giuggiolo 10® Rhamnaceae | Rovereto'” eobraio 2® foglie 11,6 5 56,9
jujuba marzo
Syri febbraio-
V6 yrmgfl Lilla 20® Oleaceae Rovereto'? oo 1® foglie 36,9 | 16,2 56,19
vulgaris marzo
Mal febbraio-
v7 ams Melo 15® Rosaceae | Rovereto@ | oo 7® foglie | 20,8 | 83 60,1
domestica marzo
Crataegus . . ®) (@ febbraio- () .
V8 Biancospino 25 Rosaceae Rovereto 25 foglie 43,2 |1 17,8 58,8
monogyna marzo

Tabella 2: Campioni oggetto di studio
(a) eta stimata; (b) eta dichiarata dal Sig. Sergio; (c) Pianta in bosco spontanea; (d) Vivaio privato, pianta coltivata
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3 Risultati e Conclusioni

3.1 Preparazione degli estratti di vischio

3.1.1 Estrazione con metanolo a caldo
Le matrici vegetali secche (foglie, 3 grammi), macinate in un mortaio, sono state estratte con metanolo

(30x2 ml) a riflusso per due ore. Gli estratti grezzi sono stati ottenuti per filtrazione seguita da evaporazione

in vuoto. Gli estratti sono stati conservati a -80°C e analizzati mediante TLC e HPL (Tabella 3).

Materiale
campione | vegetale | estratto (mg) | % di estrazione
secco (g)
Vi 3,00 830 27,67
V2 3,00 810 27,00
V3 3,00 620 20,67
V4 3,00 610 20,33
V5 3,00 580 19,33
Vo6 3,00 670 22,33
V7 3,00 670 22,33
V8 3,00 450 15,00

Tabella 3: estrazioni con metanolo a caldo dei campioni

3.1.2 Estrazione con metanolo acido
Sono state sottoposte ad estrazione (6ml HCI 1,2M in MeOH a 4 °C per 24h) le foglie secche (100-130 mg)

preventivamente triturate in un mortaio e due campioni di bacche (V1 _b e V2 b). Dopo filtrazione e

rimozione in vuoto del solvente si ottiene I’estratto grezzo (Tabella 4). Gli estratti sono stati conservati a —

80°C.
campione Materiale vegetale | estratto 04 di estrazione
secco (mg) (mg)
Vi 103,15 38,65 37,47
V1 b 111,55 38,60 34,61
V2 105,65 29,60 28,02
V2 b 118,05 27,50 23,28
V3 127,30 62,40 49,02
V4 119,40 49,50 41,46
V5 131,70 35,10 26,65
V6 119,50 49,30 41,26
V7 130,80 46,20 35,32
V8 112,10 40,60 36,22

Tabella 4: estrazioni con metanolo acido dei campioni
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3.2 Determinazione del contenuto di fenoli totali
La quantificazione dei fenoli totali, sui campioni estratti con metanolo acido ¢ stata eseguita utilizzando il

metodo di Folin — Ciocalteau (FC) (Folin & Ciocalteu, 1927), procedura standard per le analisi dei vini,
oltre che per le analisi del te, di vegetali e di frutta. Il metodo ¢ basato su una riduzione chimica del reagente
FC, composto da una miscela di acido fosfotungstenico e fosfomolibdico, in grado di ossidare 1 gruppi
fenolici (ROH) a chinoni (C=0). La riduzione del reagente FC a una miscela di ossidi di tungsteno e
molibdeno provoca lo sviluppo di colorazione blu del campione con un massimo di assorbimento a 765 nm
(Bandoniené et al., 2000).

La preparazione dei campioni consiste nell’aggiunta di 7 ml di acqua distillata e di 0,5 ml del reattivo di
FC a 1 ml di estratto (concentrazione 4,58-10,40 mg/ml). In ultimo vengono aggiunti 1,5 ml di Na2CO3 al
20% per creare un ambiente alcalino; la reazione di ossidoriduzione necessita un riposo al buio e a
temperatura ambiente per due ore. A questo punto si procede con la lettura spettrofotometrica dei campioni,
effettuata alla lunghezza d’onda di 765 nm. Le analisi per ogni campione sono state eseguite in almeno 3
repliche.

Utilizzando uno standard di acido gallico si costruisce una retta di taratura correlando le assorbanze con le
concentrazioni degli standard. Dalla retta si ottengono le concentrazioni molari degli estratti. I risultati
verranno espressi come milligrammi di acido gallico su grammi di prodotto secco. Con le diverse
concentrazioni dello standard (acido gallico) ¢ stato possibile ottenere la retta di taratura di equazione. (vedi
4.1 Quantificazione dei fenoli totali).

I risultati vengono espressi come mg di acido gallico equivalente per g di peso secco (mg GAE/g DW).
L’influenza della pianta ospite possiede un ruolo chiave nella composizione fenolica delle foglie del
vischio. Confrontando 1 nostri risultati, si puo dedurre che il vischio cresciuto sul pruno (campione V3)
possiede un contenuto di fenoli totali maggiore rispetto agli altri, quasi doppio del vischio cresciuto sul
melo (campione V7) ad esempio. Il pruno in questione ha piu di ottant’anni ed ¢ parassitato dal vischio da
trenta, il melo invece ha solo quindici anni e da sette ¢ parassitato dal vischio. Come detto € noto che alcune
sostanze fitochimiche non sono prodotte dal vischio ma piuttosto assimilate dalla pianta ospite. I fenoli
totali nei campioni analizzati presentano un valore massimo di 50,22+2,56 mg GAE/g DW nel campione
V3 e un valore minimo di 27,2345,68 nel campione V7, per quanto riguarda le foglie. Nelle bacche il
contenuto di fenoli ¢ nettamente inferiore: 11,37+4,12 nel vischio parassitario del pino silvestre e
13,55+2,22 parassitario dell’pino nero. I dati della letteratura (Tabella 6) sono riportati per g di peso fresco
(mg GAE/g FW). Pertanto per poterli confrontare con i nostri dati, abbiamo svolto una conversione tenendo
conto della perdita d’ acqua tra peso fresco e peso secco nelle matrici vegetali analizzate (Tabella 5 e Figura
8). Il contenuto di fenoli degli estratti delle foglie di vischio da noi analizzati risulta inferiore rispetto ai dati

della letteratura per cui il range di fenoli, valutati in mg/g di foglie di vischio fresche, espressi come
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equivalenti di acido gallico (GAE), ¢ compreso tra 31,32+0,008 e 65,300,002 mg GAE/ g FW (Vicas et

al., 2011). Mentre i valori delle nostre analisi sono compresi tra 4,62+1,67 ¢ 19,01+ mg GAE/ g FW.

) ) m m
Campione Osiliéiti(ggg)le Osg;‘izéﬁgn © GAEg/ g [()3:; GAEg/ g | DV (%)
DW FW
A\ | Pinus sylvestris Pino silvestre 37,06 3,04 15,69 1,29
V1l b Pinus sylvestris Pino silvestre 11,37 4,12 4,62 1,67
V2 Pinus nigra Pino Nero 27,93 1,53 12,04 0,66
V2 b Pinus nigra Pino Nero 13,55 2,22 5,83 0,96
V3 Prunus spinosa Pruno 50,22 2,56 18,33 0,93
V4 Prunus avium Ciliegio 28,36 2,94 11,46 1,19
V5 Ziziphus jujuba Giuggiolo 44,10 1,55 19,01 0,67
Vé Syringa vulgaris Lilla 34,00 3,02 14,89 1,32
V7 Malus domestica Melo 27,23 5,68 10,86 2,26
V8 Crataegus monogyna | Biancospino 27,86 5,22 11,48 2,15

Tabella 5: Contenuto di fenoli totali (DV= deviazione standard)

Ospite (nome scientifico) Ospite (nome mg GAE /g FW
comune)
Acer campestre Acero 32,160,003
Fraxinus excelsior Frassino 46,85+0,005
Populus nigra Pioppo 45,03+0,02
Malus domestica Melo 31,32+0,008
Robinia pseudoacacia Robinia 65,30+0,002

Tabella 6: Contenuto di fenoli totali (Vicas. et al., 2011)

Quantificazione dei fenoli
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Figura 8: Quantificazione di fenoli totali espressi in mg GAE/g DW
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3.3 Determinazione del contenuto dei flavonoidi totali
La concentrazione di flavonoidi viene determinata usando una curva di riferimento costruita utilizzando un

flavonoide standard, la naringina (Markham, 1982). Il contenuto totale di flavonoidi viene quindi espresso
come mg equivalenti di naringina mgNE/g DW. Per determinare la quantita dei flavonidi presenti nei
campioni in esame ¢ stata costruita una retta di taratura usando soluzioni a concentrazione nota (da 10 a
100 ug/ml) di naringina in metanolo. Cosi come per il contenuto di fenoli, le bacche (campione V1 b e
V2 b) hanno il contenuto minore di flavonoidi. I campioni V2 e V5 possiede un contenuto di flavonoidi
totali minore degli altri, piu vicino al contenuto delle bacche che non delle altre foglie, rispettivamente
3,3440,98 e 5,08+3,08 mg NE/g DW). Il contenuto di flavonoidi totali nei restanti campioni € compreso tra
il valore massimo nel campione V1 (19,19+2,01 mg NE/g DW) e il valore minimo del campione V4

(11,77+0,95 mg NE/g DW) (Tabella 7 e Figura 9).

Campione Ospite (nome Ospite (nome mg NE/ DV
scientifico) comune) g DW (x
Vi1 Pinus sylvestris Pino silvestre 19,19 2,01
V2 Pinus nigra Pino Nero 3,34 0,98
V3 Prunus spinosa Pruno 14,79 2,78
V4 Prunus avium Ciliegio 11,77 0,95
V5 Ziziphus jujuba Giuggiolo 5,08 3,08
V6 Syringa vulgaris Lilla 14,17 | 0,75
V7 Malus domestica Melo 17,01 1,63
V8 Crataegus monogyna | Biancospino 16,69 3,90

Tabella 7: Contenuto di flavonoidi totali (DV= deviazione standard)

Ospite (nome Ospite (nome | Quercetin | Kampherol
scientifico) comune) (ug/g DW) | (ug/g DW)
Acer campestre Acero 0,93+0,01 | 2,74+0,01
Fraxinus excelsior Frassino 6,05+0,02 | 7,30+0,01
Populus nigra Pioppo 3,25+0,01 n.d
Malus domestica Melo 0,36+0,02 n.d
Robinia pseudoacacia Robinia 7,90+0,01 | 7,58+0,01

Tabella 8: Contenuto di quercitina e camferolo (Vicas. et al

L, 2011)
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Quantificazione dei flavonoidi
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Figura 9: Quantificazione di Flavonoidi totali espressi in mg NE/g DW

3.4 Determinazione dell’attivita antiossidante
La capacita antiossidante delle foglie di Viscum album ¢ stata valutata con il metodo del DPPH" (2,2-

diphenyl-1-picryl-hydrazyl), che prevede I’uso del Trolox, equivalente idrosolubile della vitamina E, come
standard di riferimento. Il risultato puo essere espresso come ECso, oppure come pmol di Trolox
equivalenti. Per risalire alla ECso, ovvero la concentrazione di composti richiesta per inibire del 50%

I’attivita del DPPH, si ¢ dovuta calcolare I’inibizione percentuale relativa.

. Ospite (nome Ospite (nome EC50
Campione ..
scientifico) comune) (mg/ml)
\' | Pinus sylvestris Pino silvestre 0,22
V1 b Pinus sylvestris Pino silvestre 0,29
V2 Pinus nigra Pino Nero 0,14
V2 b Pinus nigra Pino Nero 0,17
V3 Prunus spinosa Pruno 0,32
V4 Prunus avium Ciliegio 0,48
\'%A] Ziziphus jujuba Giuggiolo 0,53
Vo6 Syringa vulgaris Lilla 0,37
V7 Malus domestica Melo 0,37
V8 Crataegus monogyna | Biancospino 0,34

Tabella 9: Potere antiossidante (EC50 mg/ml)
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Figura 10: Potere antiossidante espresso come ECso nel saggio del DPPH

L’estratto di foglie e di bacche del vischio parassitario del pino nero, rispettivamente campione V2 e V2 b,
inibiscono il 50% dell’attivita del DPPH ad una concentrazione di 0,14 mg/ml e 0,17 mg/ml (Tabella 9 e
Figura 10). Anche i campioni V1 e V1 _b agiscono a basse concentrazioni 0,22 mg/ml e 0,29 mg/ml. Gli
estratti da foglie di vischio parassita di latifoglie invece hanno EC50 che va da un minimo di 0,32 mg/ml

nel campione V3 a un massimo di 0,53 mg/ml nel campione V5.

3.5 Analisi HPLC
Le analisi HPLC sono state effettuate su uno strumento Dynamax SD 200 (VARIAN) dotato di una pompa

binaria con iniettore Rheodyne e di un rivelatore UV-VIS gestito dalla chemstation Galaxy. E stata
utilizzata una colonna in fase inversa C18 Alltima Spum. Gli estratti grezzi sono stati sciolti in acetonitrile

(ACN), filtrati su fase inversa e con filtri di nylon 0.45um. Sono state utilizzate condizioni a gradiente:

A=H20; 1% TFA t %B
B=ACN 0 10
A= 280nm

10 10
= 1 ml/min

60 100

80 100
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Dall’analisi si sono ottenuti dei profili cromatografici con una serie di picchi diversi tra loro. La presenza
di picchi e tempi di ritenzione diversi indicano la presenza di molecole diverse. Nelle conifere notiamo la

presenza di 8§ picchi distinti, presenti in quantita maggiore rispetto agli altri.

I profili cromatografici dei vari estratti sono mostrati nelle figure 11-18.
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Figura 18: Profilo cromatografico dell’estratto V8

Nelle medesime condizioni analitiche ¢ stata iniettata una miscela di acidi fenolici ritrovati nel vischio per

verificarne I’eventuale presenza negli estratti (Figura 19 e Tabella 10). In nessuno degli estratti sono stati

ritrovati tali componenti, solo nei campioni V1 e V2 si ritrovano segnali prevalenti a Tr tra 1 20 e 1 30 min

di probabili acidi fenolici. Ulteriori analisi saranno necessarie per delineare la composizione degli estratti.
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Figura 19: profilo cromatografico della miscela costituita dagli acidi gallico, pOH benzoico, tannico, cinnamico, siringico, caffeico, p-

cumarico, ferulico e salicilico.

Tr (min) Tr (min)
singoli miscela
acido gallico 4,83 4,84
acido pOH benzoico 11,8 12,8
acido tannico 12,27 13,17
acido cinnamico 14,45 15,02
acido siringico 15,08 15,55
acido caffeico 18,71 19,06
acido p-cumarico 18,75 20,29
acido ferulico 20,07 2491
acido salicilico 24,76 28,15

Tabella 10: tempi di ritenzione degli acidi iniettati singolarmente o in miscela.

Particolarmente interessante risulta essere il profilo cromatografico del campione V3 che evidenzia una
minor complessita nel profilo cromatografico con la presenza di un picco principale a Tr 60,46 min che ¢
presente in percentuale del 62%.

Questo estratto grezzo ¢ stato analizzato mediante spettroscopia NMR al fine di avere un’indicazione di
massima sulla struttura del componente prioritario. Lo spettro 'H NMR (Figura 20) mostra la presenza di
segnali a campi alti ascrivibili ad un sistema terpenico e segnali tra 3,0 e 4,2 ppm riconducibili a unita
mosaccaridiche. Idrogeni anomerici sono confermati per la presenza di doppietti risuonanti a 4,11 e tra 5,38
e 5,33 ppm sovrapposti a segnali di sistemi olefinici. Sono inoltre presenti segnali aromatici di probabili

sistemi fenolici in quantita decisamente basse.
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Da una ricerca in letteratura risulta essere stato isolato un sistema monoterpenico diglicosidico da vischio
di sottospecie abietis, la struttura del composto (2,6-dimetilocta-2,7-diene-1,6-diol 6-O-[6’-O-B-D-

apiofuranosil]-B-D-glucoside) ¢ riportato in figura 21.

! CH,OH

Figura 21: formula di struttura del 2,6-dimetilocta-2,7-diene-1,6-diol 6-O-[6’-O-p-D-apiofuranosil]-B-D-glucoside

Confrontando 1 dati spettroscopici del componente monoterpenico diglucosidico con i dati sperimentali da
noi ottenuti si pud escludere che si tratti del medesimo composto. La ricerca ¢ tutt’ora in corso con

I’ottenimento di un maggior quantitativo d’estratto a cui seguira la purificazione e 1’indagine strutturale.

3.6 Discussione e Conclusioni
L’utilizzazione del vischio a fini commerciali € un’interessante risorsa di reddito accessorio nel periodo di

Natale, dal punto di vista forestale questa pianta ¢ un parassita di numerose specie arboree la cui presenza
risulterebbe aumentata negli ultimi decenni in tutta I’area alpina.

Utilizzata come pianta medicinale sin dall’epoca precristiana oggi al vischio si riconoscono diverse
proprieta curative e I’interesse scientifico ¢ ancora molto attuale.

L’obiettivo di questo lavoro di tesi ¢ stato quello di confrontare il contenuto polifenolico e I’attivita
antiossidante degli estratti di foglie di vischio ospite parassita di piante diverse ove ¢ cresciuto
spontaneamente o tramite innesto. Sono stati considerati 8 campioni di vischio e valutato il contenuto totale

in fenoli, flavonoidi e I’attivita antiossidante. I risultati ottenuti sono riportati nella tabella 11.
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. . m
Campione Ossc:ri);iati(gz)(r)l;e Osf;fléﬁgn © GAEg/ g DV(H) | mgNE/ | DV () (r}rglg/i?l)
DW g DW

Vi1 Pinus sylvestris Pino silvestre 37,06 3,04 19,19 2,01 0,22
V1 b Pinus sylvestris Pino silvestre 11,37 4,12 n.d. n.d. 0,29
V2 Pinus nigra Pino Nero 27,93 1,53 3,34 0,98 0,14
V2 b Pinus nigra Pino Nero 13,55 2,22 n.d. n.d. 0,17
V3 Prunus spinosa Pruno 50,22 2,56 14,79 2,78 0,32
V4 Prunus avium Ciliegio 28,36 2,94 11,77 0,95 0,48
\'A Ziziphus jujuba Giuggiolo 44,10 1,55 5,08 3,08 0,53
V6 Syringa vulgaris Lilla 34,00 3,02 14,17 0,75 0,37
V7 Malus domestica Melo 27,23 5,68 17,01 1,63 0,37
V8 Crataegus monogyna | Biancospino 27,86 5,22 16,69 3,90 0,34

Tabella 11: Riepilogo delle analisi svolte

I1 contenuto in fenoli ritrovato nei campioni studiati, da noi valutato sul peso secco delle foglie, non ¢
confrontabile con i dati della letteratura, per cui viene riportato un range compreso tra 31,32+0,008 e
65,30+0,002 mgGAE/g di estratto fresco (Vicas et al., 2011). Inoltre i dati di letteratura si riferiscono a
campioni raccolti su piante diverse (vedi Tabella 6 e Tabella 8) e in un periodo diverso: questi campioni
sono stati raccolti nel mese di luglio, mentre i nostri campioni sono stati raccolti nei mesi di novembre-
dicembre (campioni V1, V1-b, V2, V2 b) e nei mesi di febbraio-marzo per i restanti campioni. Come ¢ gia
stato detto, il vischio ¢ una pianta parassita quindi ¢ evidente che ci sia una correlazione tra i metaboliti
secondari accumulati e il periodo vegetativo nel quale si trova 1’ospite.

I1 campione di vischio a piu elevato contenuto in fenoli € risultato quello innestato sul prugno che ¢ la pianta
che, dalle rilevazioni svolte, sopporta il maggior numero di ospiti da piu tempo.

Il campione V7 cresciuto sul melo presenta un valore di 27,86+5,22 mgGAE/g DW, rielaborando i dati in
base alla perdita di acqua il campione V7 presenta un quantitativo di fenoli pari a 14,89+1,32 mgGAE/g
FW, circa la meta di quanto riportato in letteratura (Vicas et al., 2011). Sempre nel campione V7 il
contenuto di flavonoidi ¢ pari a 17,01£1,63 mgNE/g DW, mentre in letteruta (Vicas et al., 2011) ¢ stata
valutata tramite analisi HPLC solo la presenza della quercetina, in quantita decisamente inferiori. Studi
ulteriori saranno necessari per identificare quali flavonoidi siano presenti nel nostro campione. I flavonoidi,
infatti, sono una classe di composti bioattivi particolarmente interessanti, nel vischio sembrano essere le
molecole responsabili dell’attivita antinflammatoria e antinocicettiva dimostrate in vivo (Orhan et al, 2006).
I1 contenuto piu elevato in flavonoidi ¢ riferibile al vischio cresciuto su pino silvestre (V1).

Dai dati sperimentali ¢ evidente che nelle bacche il contenuto di fenoli e flavonoidi sia inferiore rispetto

alle foglie, dato che trova riscontro anche in letteratura.
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E stata valutata Dattivita antiradicalica con il metodo del DPPH, test che consiste nell’individuare la
quantita di campione in grado di reagire e bloccare la meta dei radicali che vengono formati dal DPPH.
Valori bassi di ECso indicano una forte attivita del campione, ovvero che piccole quantita di campione sono
sufficienti per inibire del 50% la reazione radicalica. Dai dati ottenuti emerge un miglior potere
antiossidante nell’estratto, sia da foglie che da bacche, del vischio raccolto in autunno sulle due conifere: il
pino silvestre per i campioni V1 e V1 b e il pino nero per i campioni V2 e V2 b. Il valore di ECso
dell’estratto delle foglie medio presente in letteratura ¢ 0,069 mg/ml (Vicas et al.,2011), 1 dati da noi ottenuti
sono piu bassi.

Gli ospiti in grado di dare maggior attivita antiossidante sono state le conifere con i campioni prelevati in
autunno, sicuramente vi € una correlazione tra I’epoca di raccolta e il contenuto in sostanze bioattive nel
vischio.

Gli estratti metanolici delle foglie essiccate sono stati analizzati mediante HPLC. I profili cromatografici
degliestratti  dalle fogliedi  vischio cresciuto su pino nero (V1) epino silvestre (V2),
famiglia delle Pinaceae, risultano molto simili tra loro e diversi rispetto agli estratti di vischio derivante
da latifoglie. In questo studio, il vischio ospitato sul prugno comune (V3) ha mostrato un profilo
interessante per quanto riguarda il tracciato HPLC mostrando la presenza di un componente prioritario
che eluisce a 60,46 min. Indagini NMR indicano la presenza di un sistema glicosidico terpenico la cui
struttura ¢ da determinare.

I campioni V3, V4, V7 e V8, parassiti di piante della stessa famiglia delle Rosacee, presentano similitudini
nel profilo cromatografico HPLC.

Il contenuto polifenolico e I’attivita antiossidante degli estratti di vischio non sono risultati pertanto
omogenei tra di loro ma probabilmente influenzato sia dal tipo di pianta ospite, sulle quali ¢ cresciuto

spontaneamente o tramite innesto, sia dal peiodo di raccolta del campione.
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4 Parte sperimentale

4.1 Determinazione del contenuto dei fenoli totali
La quantificazione dei fenoli totali, studiata sulle foglie secche, ¢ stata eseguita utilizzando il metodo di

Folin - Ciocalteau (Folin, O. & Ciocalteu, V., 1927), il quale viene impiegato come procedura standard per
le analisi dei vini, oltre che per le analisi del t¢, di vegetali e di frutta. Il metodo ¢ basato su una riduzione
chimica del reagente FC, composto da una miscela di acido fosfotungstenico e fosfomolibdico, in grado di
ossidare i gruppi fenolici (ROH) a chinoni (C=0). La riduzione del reagente FC a una miscela di ossidi di
tungsteno e molibdeno provoca lo sviluppo di colorazione blu del campione con un massimo di
assorbimento a 765 nm.
Si parte dall’utilizzare circa 100 mg di foglie secche di Viscum album che subiscono un’estrazione in 1,2
M HCl in MeOH a 4°C per 24 ore. L’estratto ¢ stato filtrato e raccolto in un pallone tarato. Successivamente
’estratto ¢ stato separato dal solvente per mezzo di un evaporatore rotante con annessa pompa a vuoto.
Sono stati pesati 1 palloni prima e dopo ’estrazione e purificazione per ottenere il peso della sostanza secca.
L’estratto viene addizionato con 6ml di metanolo.
La preparazione dei campioni consiste nell’aggiunta di 7 ml di acqua distillata e di 0,5 ml del reattivo di
FC a 1 ml di estratto. In ultimo vengono aggiunti 1,5 ml di Na2COs al 20% per creare un ambiente alcalino;
la reazione di ossidoriduzione necessita un riposo al buio e a temperatura ambiente per almeno trenta minuti.
A questo punto si procede con la lettura spettrofotometrica dei campioni, effettuata alla lunghezza d’onda
di 765 nm. Le analisi spettrofotometriche sono state ottenute utilizzando lo spettrofotometro UV/VIS
Varian 50 Scan.
Utilizzando uno standard di acido gallico si costruisce una retta di taratura correlando le assorbanze con le
concentrazioni degli standard. Dalla retta si ottengono le concentrazioni M degli estratti. I risultati verranno
espressi come milligrammi di acido gallico su grammi di prodotto secco, in seguito all’utilizzo della
seguente formula (Bandonien, D. et al., 2000):
A
m
Dove:
C = concentrazione di fenoli totali, mg g, in GAE
¢ = concentrazione di acido gallico, mg ml™!
V = volume dell’estratto vegetale, 100 ml

m = peso di foglie secche usate, g
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Con le diverse concentrazioni dello standard (acido gallico) ¢ stato possibile ottenere la retta di taratura. Di

seguito sono riportate le concentrazioni utilizzate (Tabella 11) e la retta ottenuta (Figura 20).

ac gallico | concuM | abs 760nm | abs 760nm | abs 760nm media
1 100 0,0129 0,0289 0,0209
2 200 0,0294 0,066 0,0653 0,0536
3 400 0,07 0,1198 0,0949
4 800 0,1564 0,1841 0,1615 0,1673
5 1600 0,2757 0,3476 0,4431 0,3555
Tabella 11: Diluizioni di acido gallico e assorbanza a 760nm (in triplicato)
Retta di taratura
0,4000
0,3500 .
0,3000 ="
2 0,2500 e
o 0,2000 e
% 0,1500 R
0,1000 PUSS
0,0500 _e-""
0,0000 L
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

concentrazione uM acido gallico

Figura 20: Retta di taratura dell’acido gallico standard

4.2 Determinazione del contenuto dei flavonoidi totali
La concentrazione di flavonoidi viene determinata usando una curva standard di riferimento costruita

utilizzando un flavonoide standard, la naringina. Il contenuto totale di flavonoidi viene quindi espresso
come equivalenti di naringina mgNE/g DW. Per determinare la quantita dei flavonidi presenti nei campioni
in esame ¢ stata costruita una retta di taratura usando soluzioni a concentrazione nota (da 10 a 100 ug/ml)
di naringina in metanolo. Questo metodo sfrutta la capacita del nitrato d’alluminio di formare dei complessi
cromofori con i flavonoidi presenti all’interno del campione d’interesse, permettendo di distinguerli dagli
altri composti polifenolici (Markham, K. R., 1982). Si parte dall’utilizzare 2 ml di campione standard con
I’aggiunta di 0,1 ml di cloruro di alluminio al 10% e I’aggiunta di 2,8ml di acqua distillata. In ultimo
I’aggiunta di 0,1ml di potassio acetato 1M. La reazione necessita riposo al buio a temperatura ambiente per
trenta minuti. A questo punto si procede con la lettura spettrofotometrica dell’intensita del colore che si

viene a formare a 415 nm in relazione al suo corrispettivo bianco. Le analisi spettrofotometriche sono state
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ottenute utilizzando lo spettrofotometro UV/VIS Varian 50 Scan. Utilizzando uno standard di naringina si
costruisce una retta di taratura correlando le assorbanze con le concentrazioni degli standard. Dalla retta si
ottengono le concentrazioni M degli estratti. I risultati verranno espressi come milligrammi di acido gallico

su grammi di prodotto secco, in seguito all’utilizzo della seguente formula (modificata da Bandonien et al.,

2000):

clV
C=——
m

Dove:

C = concentrazione di flavonoidi totali, mg g™, in Nr
¢ = concentrazione di naringina, mg ml!

V = volume dell’estratto vegetale, 100 ml

m = peso di foglie secche usate, g

Namrlfg/liﬂs tock Worig/lll:lllt ton dilu\t}‘i/(())rrlkmM abs 415nm | abs 415nm media
5 2 7,3 2,8384 2,9481 2,89325

2,5 1 3,7 1,5037 1,6416 1,57265

1 0,4 1,5 0,8327 0,8914 0,86205

0,5 0,2 0,7 0,4166 0,4477 0,43215

0,25 0,1 0,4 0,222 0,2072 0,2146

0,1 0,04 0,1 0,0906 0,0806 0,0856

Tabella 12: Diluizioni di naringina e assorbanza a 415nm (in duplicato)

Retta di taratura
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Figura 21: Retta di taratura della naringina standard
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4.3 Determinazione dell’attivita antiossidante
Per la determinazione della capacita antiossidante ¢ stato eseguito il metodo leggermente modificato da

Brand-Williams (1995) utilizzando il 2,2-difenil-1-picrilidrazil (DPPH).

I DPPH ¢ un radicale stabile dal caratteristico color viola. Quando una soluzione di DPPH’ viene
addizionata ad una sostanza in grado di donare atomi di idrogeno si ha la riduzione del DPPH che perde la
sua caratteristica colorazione viola, passando a una colorazione gialla dovuta alla presenza del gruppo
picrile. Pertanto la capacita dell’antiossidante viene valutata in base alla perdita del colore e conseguente

diminuzione dell’assorbanza del DPPH' in seguito alla reazione riportata in figura 22.

0.0 00

. + RH —m + R
o, NO, O,N i NO,
NO,

NO,

Figura 22: Reazione del radicale libero DPPH con un antiossidante (RH).

I campioni sono stati preparati addizionando 1 ml di una soluzione di DPPH in metanolo 0,25 mM a 1 ml
di estratto grezzo di foglie in metanolo.

Tutti i campioni sono stati sottoposti ad agitazione ed incubati al buio per 30 minuti a temperatura ambiente.
Passati 1 30 minuti si ¢ proceduto con la lettura spettrofotometrica. La lettura dell’assorbanza ¢ stata
effettuata utilizzando uno spettrofotometro UV/VIS Varian 50 Scan, delle cuvette in plastica con cammino
ottico di 1 cm ad una lunghezza d’onda di 517 nm. E stato eseguito questo test anche sul Trolox, per avere
un riferimento non vegetale ad attivita antiossidante nota.

Come standard di riferimento sono state utilizzate soluzioni di Trolox in metanolo in un range di
concentrazione da 0,01 a 0,2 mM. Il metodo del DPPH' (2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl), che prevede I’uso
del Trolox, equivalente idrosolubile della vitamina E, come standard di riferimento. Il risultato puo essere
espresso come ECso, oppure come pumol di Trolox equivalenti. Per risalire alla ECso, ovvero la
concentrazione di composti richiesta per inibire del 50% [Dattivita del DPPH, si ¢ dovuta calcolare
I’inibizione percentuale relativa.

L’inibizione percentuale ¢ stata calcolata con la seguente formula:

Ay — A
Q =100 * (=)
0
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Formula per calcolare I’inibizione percentuale.
Dove:

Q — Inibizione percentuale

Ao — Assorbanza del bianco

Ac — Assorbanza del campione ad una determinata concentrazione

44 NMR

Gli spettri NMR sono stati registrati uno spettrometro Bruker Avance operante a 600 MHz, ad una
temperatura di 298K. I campioni sono stati preparati sciogliendo i campioni in 0.6 ml di cloroformio

deuterato (CDCls,).
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5 Riassunto

I1 vischio (Viscum album L.) ¢ una pianta sempreverde epifita di numerosi alberi. Cresce su ospiti quali
Rosacee, Aghifoglie, Salicacee, Tigliacee e Fagacee. E un parassita diffuso nelle zone temperate
dell'Europa centrale fino all'lran. Non si trova in America, né in Australia. In Italia ¢ presente in tutta la
penisola dai 0 ai 1200m s.l.m. L’obiettivo di questo lavoro di tesi ¢ stato quello di confrontare il
contenuto polifenolico e I’attivita antiossidante degli estratti di vischio ospite parassita di piante diverse,
sulle quali ¢ cresciuto spontaneamente o tramite innesto. Sono stati considerati 8 campioni di vischio e
valutati 1 contenuti totali in fenoli, flavonoidi e I’attivita antiossidante. Dai dati sperimentali ¢ risultato
evidente che nelle bacche di Viscum album L. il contenuto di fenoli e flavonoidi sia inferiore rispetto alle
foglie, dato che trova riscontro anche in letteratura. Per quanto riguarda 1’analisi dei fenoli, eseguita
tramite il metodo Folin-Ciocalteau si ¢ riscontrato un range di valori sulla sostanza secca che varia dagli
11,37 + 4,12 mgGAE/g DW, corrispondente al campione delle bacche di pino silvestre (V3) ad un valore
massimo di 50,22 + 2,56 mgGAE/g DW, per quanto riguarda le foglie del pruno selvatico (V7). I
flavonoidi sono una classe di composti bioattivi particolarmente interessanti, nel vischio sembrano essere
le molecole responsabili dell’attivita antinflammatoria e antinocicettiva, dimostrate in vivo. La
concentrazione di flavonoidi viene determinata usando una curva di riferimento costruita utilizzando un
flavonoide standard, la naringina. Il contenuto totale di flavonoidi viene quindi espresso come mg
equivalenti di naringina mgNE/g DW. Cosi come per il contenuto di fenoli, le bacche (campione V1 b e
V2 b) hanno il contenuto minore di flavonoidi. Il contenuto piu elevato in flavonoidi ¢ riferibile al
vischio cresciuto su pino silvestre (V1) con un valore di 19,19 + 2,01 mg NE/g DW. Il contenuto piu
basso ¢ stato il campione delle bacche dello stesso ospite (V1 _b), con un valore di mg 1,4 mg NE/g DW.
E stata valutata ’attivita antiradicalica con il metodo del DPPH, che viene espressa in valori di ECs,
concentrazione in mg/ml di campione necessaria per inibire del 50% la reazione radicalica. Gli ospiti in
grado di dare maggior attivitd antiossidante sono state le conifere con i campioni prelevati in autunno,
periodo corrispondente alla fase di maturazione delle bacche. Gli estratti metanolici delle foglie essiccate
sono stati analizzati mediante HPLC. I profili cromatografici degli estratti dalle foglie di vischio cresciuto
su pino nero e pino silvestre, famiglia delle Pinacee, risultano molto simili tra loro e diversi rispetto agli
estratti di vischio derivante da latifoglie. In questo studio, il vischio ospitato sul pruno comune ha
mostrato un profilo interessante per quanto riguarda il tracciato HPLC mostrando la presenza di un
componente prioritario che eluisce a 60.46 min. Indagini NMR indicano la presenza di un sistema
glicosidico terpenico la cui struttura ¢ da determinare. I campioni parassiti di piante della famiglia delle
Rosacee, presentano similitudini nei profili cromatografici HPLC. Il contenuto polifenolico e I’attivita
antiossidante degli estratti di vischio non sono risultati pertanto omogenei tra di loro ma probabilmente
influenzato sia dal tipo di pianta ospite, sulle quali ¢ cresciuto spontaneamente o tramite innesto, sia dal
peiodo di raccolta del campione.
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