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1 - LA MALATTIA DI ALZHEIMER 

La malattia di Alzheimer è una patologia neurodegenerativa progressiva e          

irreversibile che colpisce vaste aree della corteccia cerebrale e         

dell'ippocampo. Le alterazioni sono di solito rilevate più precocemente nel          

tessuto cerebrale che coinvolge i lobi frontale e temporale, per poi           

progredire lentamente ad altre aree della neocorteccia, con una velocità di           

progressione variabile da individuo a individuo. Da un punto di vista           

anatomopatologico è tipico l'accumulo di forme insolubili di proteina beta          

amiloide (Aβ) in placche presenti negli spazi extracellulari e nelle pareti           

dei vasi sanguigni. E’ inoltre caratteristica l’aggregazione della proteina         

tau, presente nei microtubuli, in grovigli neurofibrillari all’interno dei         

neuroni. Aβ deriva dal clivaggio proteolitico della proteina precursore         

dell'amiloide (APP) da parte di una complessa famiglia di enzimi          

(γ-secretasi e β-secretasi) che include la presenilina 1 (PS1, codificata dal           

gene PSEN1) e presenilina 2 (PS2, codificata dal genePSEN2). La durata           

media della malattia è di 8-10 anni, ma le fasi clinicamente sintomatiche            

sono precedute da una fase preclinica che in genere si estende su due             

decenni. La malattia sporadica di Alzheimer è la più comune ed ha una             

età media di insorgenza di 80 anni. La patogenesi è stata individuata            

nell'incapacità di eliminare il peptide Aβ dal tessuto cerebrale. Tuttavia,          

comorbidità quali la malattia cerebrovascolare e la sclerosi ippocampale         

sono frequenti a queste età, il che complica la diagnosi e la gestione. Una              

storia familiare di Alzheimer non è insolita nella malattia sporadica, ma           

solo una piccola percentuale (<1%) dei pazienti sono affetti dalla forma           

ereditaria autosomica dominante. Questa forma ha un'età precoce di         

insorgenza (età media di ~ 45 anni), ed è caratterizzata da mutazioni nei             

geni che codificano per APP, PS1 e PS2 che causano una           

sovrapproduzione o la formazione di una forma aberrante di Aβ. Molti           

aspetti clinici accomunano le forme sporadiche e familiari della malattia di           
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Alzheimer, in particolare la velocità di progressione della malattia e i           

diversi biomarkers.  

 

1.1 - Epidemiologia 

La epidemiologia descrittiva della malattia di Alzheimer è stata oggetto di           

molti studi negli ultimi 30 anni. Purtroppo, la maggior parte di questi            

hanno un valore limitato dall’elevato numero di variabili confondenti, in          

particolare le diverse comorbidità (la malattia cerebrovascolare       

innanzitutto, che è l'elemento di confusione principale degli studi di          

epidemiologia descrittiva). Anche se molti studi descrittivi di 'demenza'         

offrono una stima globale del livello di deterioramento cognitivo nella          

popolazione anziana, le stime riportate di incidenza e prevalenza della          

malattia di Alzheimer, al contrario della demenza generica, devono essere          

interpretate con cautela. Analogo discorso può essere fatto con le          

associazioni di volta in volta individuate con fattori di rischio.          

Fortunatamente, le tecnologie biomediche in grado di arrivare ad una          

diagnosi clinica precisa di malattia di Alzheimer, stanno diventando         

sempre più disponibili ( su tutti la PET molecolare e i livelli di biomarkers -               

Aβ e tau - nel liquido cefalorachidiano - CSF), e permetteranno stime            

sempre più accurate della prevalenza e dell’incidenza di questa malattia 
1           

2 . Si ritiene che l’incidenza media complessiva della malattia di Alzheimer           

sia del 1-3% e cio è coerente con una prevalenza del 10-30% nella             

popolazione di età superiore a 65 anni (dal momento che la durata media             

della malattia di Alzheimer è di 10 anni). Esistono poche cifre attendibili            

sulla specifica incidenza della malattia di Alzheimer nelle persone di età           

superiore ai 90 anni, sebbene a ben vedere questa informazione sia           

fondamentale per meglio comprendere la questione di come la         

neurodegenerazione si rapporti al normale processo di invecchiamento del         

cervello. Si sostiene spesso che la malattia di Alzheimer sia un inevitabile            

conseguenza dell'invecchiamento, e che tutte le persone, al di sopra di 90            
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anni di età, mostrino una qualche forma di evidenza prodromica della           

malattia clinica. Tuttavia, come si è visto in studi post mortem, la            

prevalenza della malattia di Alzheimer tende a ridursi dopo i 98 anni di             

età, al contrario di altre malattie neurodegenerative (come la sclerosi          

ippocampale) che invece aumentano 
3 . Se ciò è corretto, sarebbe lecito           

allineare il morbo di Alzheimer ad altre condizioni neurodegenerative,         

come il morbo di Parkinson, in cui si ha un picco di incidenza chiaramente              

definibile tra i 70 e 90 anni di età dopo del quale si assiste ad un                

decremento netto 
4 . La malattia di Alzheimer, così come altre demenze           

non specificate, sono più frequenti nelle donne rispetto agli uomini; in uno            

studio australiano è stato osservato che circa il 66% dei decessi dovuti            

alla demenza è costituito da donne 
5 . Contrariamente alle stime          

catastrofiche degli ultimi anni, in un lavoro apparso sul New England           

Journal of Medicine, sono state mostrate robuste evidenze circa un declino           

della incidenza della malattia di Alzheimer. Utilizzando i dati raccolti nel           

Framingham Heart Study dal 1975 ad oggi, è stata dimostrata una           

diminuzione del 20% dell’incidenza di demenza per ogni decennio,         

nonostante l’indice di massa corporea, la prevalenza di diabete e l’età           

della popolazione siano aumentate 6 . 

L’affinamento e l’utilizzo delle nuove tecnologie per la diagnosi di          

demenza di Alzheimer (in particolare l’imaging tramite PET e il dosaggio           

dei livelli di Aβ nel CSF) aiuteranno a stabilire con più precisione            

l’incidenza di Alzheimer e, applicate agli studi di epidemiologia analitica,          

permetteranno forse un progresso significativo nella nostra comprensione        

del ruolo reciproco di genoma e ambiente nella eziologia di questa           

malattia. Le evidenze attuali suggeriscono che la forma sporadica del          

morbo di Alzheimer si verifichi con la stessa incidenza in tutte le diverse             

popolazioni geografiche, un dato questo che, se confermato, rafforzerebbe         

la preminenza del genoma nell’eziologia della malattia 7 .  
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1.2 - Fattori di rischio 

Diversi fattori di rischio potenzialmente modificabili, sono stati individuati         

per la malattia di Alzheimer. Tra questi il diabete mellito (rischio relativo            

(RR): 1,46; 95% CI: 1,20-1,77), ipertensione insortà nella mezza età          

(RR: 1.61; 95% CI: 1,16-2,24), obesità insorta nella mezza età (RR:           

1,60; 95% CI: 1,34-1,92), mancanza di attività fisica (RR: 1,82; 95% CI:            

1,19-2,78), depressione (RR: 1,65; 95% CI: 1,42-1,92), fumo (RR: 1,59;          

95% CI: 1,15-2,20) e basso livello d'istruzione (RR: 1.59; 95% CI:           

1,35-1,86) 
8 . La maggior parte di questi fattori di rischio sono coinvolti            

anche nella malattia cerebrovascolare aterosclerotica, pertanto rimane       

incerta la potenzialità di ciascun fattore nel mitigare l'età di insorgenza o            

la gravità della progressione della malattia di Alzheimer. In termini di           

strategie di prevenzione primaria e secondaria, ciascuna di queste         

variabili necessita ancora di una ulteriore valutazione in studi         

adeguatamente controllati, in pazienti cui sia stata correttamente        

diagnosticata la malattia. Studi interventistici multidominio che agiscano        

su stile di vita, dieta, esercizio fisico e cognitivo e prevenzione del rischio             

cardiovascolare (come ad esempio lo studio DITO finlandese), hanno         

dimostrato miglioramenti in alcune misurazioni cognitive, ma non        

affrontano direttamente la questione se la malattia di Alzheimer di per sé            

sia modificabile o prevenibile in questo modo. 
9 Nonostante l'incertezza          

sui fattori di rischio ambientale per la malattia di Alzheimer sporadica, un            

fattore di rischio genetico consolidato, e ritenuto chiave. è presente in           

tutti gli studi: il polimorfismo associato con il gene codificante          

l’apolipoproteina E (APOE), il quale ha un effetto importante nel          

determinare l'età di insorgenza della malattia di Alzheimer. 

 

1.3 - Patogenesi 

Attualmente Aβ, APOE e tau sono i tre elementi su cui convergono le             
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maggiori prove concrete di coinvolgimento nella patogenesi della malattia         

di Alzheimer. Le caratteristiche neuropatologiche e neurochimiche della        

malattia di Alzheimer sono la morte neuronale selettiva, il         

depauperamento sinaptico, la diminuzione specifica di alcuni       

neurotrasmettitori e la presenza di depositi proteici anomali all’interno dei          

neuroni (chiamati grovigli neurofibrillari) e nello spazio extracellulare        

(placche neuritiche). 10,11 

Si ritiene che il peptide Aβ abbia un ruolo patogenetico nella malattia di             

Alzheimer. Aβ -presente nelle placche- viene scisso da APP in un gruppo            

eterogeneo di peptidi di varia lunghezza (tra i 38 ed i 43 aminoacidi) e              

peculiarità.12 Si ritrovano inoltre isoforme modificate o troncate a livello          

N-terminale. Diversi studi hanno dimostrato che Aβ è un normale prodotto           

del metabolismo di APP ed è generata ad alti livelli nei neuroni, ma anche              

da altri tipi cellulari, in diverse fasi della vita di ogni individuo. La funzione              

neuronale di APP rimane sconosciuta, ma potrebbe avere a che fare con la             

plasticità sinaptica. L’accumulo di Aβ e un cambiamento di conformazione          

a forme con una struttura β a pieghe, è centrale nella patogenesi della             

malattia di Alzheimer. 
13 Le prove più convincenti circa il ruolo di Aβ nella              

malattia di Alzheimer derivano dallo studio di soggetti con forme          

ereditarie ad insorgenza precoce. Le mutazioni in uno dei tre diversi geni            

(APP, PSEN1 e PSEN2) sono evidenti in più della metà dei pazienti affetti             

da queste forme. La maggior parte delle mutazioni provoca la          

sovrapproduzione di Aβ, in particolare l’isoforma a 42 aminoacidi Aβ42,          

che è più incline a a formare aggregati (c.d. amiloidogenicità). La maggior            

parte delle mutazioni di APP alterano il suo processamento in modo tale            

che il rapporto tra Aβ42 e Aβ40 aumenti nel plasma dei pazienti affetti da              

malattia 
14 . Inoltre, le mutazioni di PSEN1 e PSEN2 sono in grado di             

determinare un aumento del rapporto Aβ42 / Aβ40.15 . Oltre che nelle           

forme ereditarie di malattia di Alzheimer, anche nella sindrome di Down,           

la presenza di APP sulla copia extra del cromosoma 21, si traduce in un              

aumento della produzione di Aβ; gli individui sviluppano        

conseguentemente tutti i cambiamenti patologici che ricordano la malattia         
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di Alzheimer entro i 35 anni di età. 
16 Altra prova è data dal fatto che una                 

mutazione nota di APP, in grado di ridurre la produzione di Aβ, ha             

dimostrato avere effetti protettivi dall’insorgenza tardiva della malattia di         

Alzheimer.17 

 

APOE sul cromosoma 19 è il singolo fattore di rischio genetico più            

associato all’insorgenza della malattia di Alzheimer. APOE è coinvolto nel          

normale catabolismo delle lipoproteine ad alto contenuto di trigliceridi.         

Una delle prime osservazioni che hanno collegato APOE alla malattia di           

Alzheimer è stata l’immunoreattività di APOE nei depositi di Aβ e nei            

grovigli neurofibrillari. 
18 . APOE è una proteina costituita da 299          

aminoacidi, presente in tre isoforme nell'uomo che differiscono tra loro          

solo per 1 o 2 aminoacidi: APOE2 (Cys112 e Cys158), APOE3 (Cys112 e             

Arg158) e APOE4 (Arg112 e Arg158). La prevalenza per ogni allele è del             

7% per APOE2, 78% per APOE3 e 15% per APOE4 in soggetti americani             

di origine europea. 
19 Le sostituzioni aminoacidiche influiscono sulla carica          

e sulla struttura di APOE, alterando il legame sia per i recettori cellulari             

sia per le particelle delle lipoproteine, con conseguente alterazione della          

stabilità e della velocità di produzione e clearance. APOE viene espressa in            

maniera elevata a livello del cervello, dove viene prodotta principalmente          

da astrociti e, in misura ridotta, dalla microglia. 
20 In determinate           

condizioni, una parte della produzione di APOE può verificarsi nei neuroni.           
21 L’APOE cerebrale origina esclusivamente all'interno della barriera        

ematoencefalica ed è presente nel CSF a concentrazioni di circa 5 μg/mL            
22 . Gli studi di popolazione hanno ampiamente dimostrato che APOE4          

aumenta il rischio di sviluppare la malattia di Alzheimer (la presenza di un             

allele conferisce un aumento di 3 volte del rischio e la presenza di due              

alleli conferisce un aumento del rischio di 12 volte) ed è anche associata             

ad una più precoce età di insorgenza della stessa .23 Viceversa, APOE2            

diminuisce il rischio di sviluppare la malattia. 
24 L'allele APOE4 è stato            

stimato che possa contribuire per circa il 50% nelle forme sporadiche di            

malattia di Alzheimer.25 . Il meccanismo attraverso cui APOE4 contribuisca         

10 

malattiaa di Alzheim

Tesi di dottorato in Scienze biochimiche e tecnologiche applicate agli alimenti ed alla nutrizione, di Francesco Maria Serino, 
discussa presso l’Università Campus Bio-Medico di Roma in data 11/03/2016. 
La disseminazione e la riproduzione di questo documento sono consentite per scopi di didattica e ricerca, 
a condizione che ne venga citata la fonte.



alla patogenesi della malattia di Alzheimer è stato studiato attraverso          

colture cellulari e studi su animali transgenici. L'isoforma APOE4 non          

altera la sintesi di Aβ, ma può aumentare notevolmente la deposizione di            

Aβ in modelli animali di malattia di Alzheimer. 
26,27 . Il numero di alleli             

APOE4 è associato in maniera dose-dipendente ad un aumento della          

densità di depositi di Aβ, e ad angiopatia amiloide nel cervello di pazienti             

con malattia di Alzheimer. APOE si trova legata ad Aβ nei fluidi biologici             

ed è associata ad Aβ fibrillare che si ritrova in frammenti di tessuto             

cerebrale di pazienti con malattia di Alzheimer. Questi studi indicano che           

APOE è un importante fattore causale che contribuisce all’insorgenza della          

malattia di Alzheimer, agendo come chaperone per Aβ, modificandone         

clearance e deposizione, giocando così un ruolo importante nella         

formazione delle placche. Finora non è stata trovata alcuna prova          

conclusiva in favore del coinvolgimento di APOE4 nella fosforilazione della          

proteina tau o nel metabolismo. 

Le cosiddette taupatie, definite come quelle malattie neurodegenerative        

con aggregazione di proteina tau nel cervello, costituiscono la         

manifestazione patologica più comune nelle varie patologie       

neurodegenerative. La comprensione della trasformazione della proteina       

tau da normale in quella patologica nelle varie taupatie, è centrale per            

capire come essa contribuisca alla malattia e per lo sviluppo di terapie            

mirate. Molti studi hanno dimostrato che la proteina tau totale (Ttau;           

tutte le isoforme indipendentemente dallo stato fosforilativo) e la proteina          

tau fosforilata (Ptau; tau con fosforilazione a livello dei residui 181 o 231)             

presentano livelli aumentati sia nel cervello sia nel CSF di pazienti con la             

malattia di Alzheimer. 
28 Le taupatie vengono classificate in base alle           

specifiche isoforme tau che risultano aumentate. 
29,30 . Il meccanismo di          

aumento degli aggregati tau (se siano cioè dovuti ad aumentata          

produzione o a clearance ridotta) non è ad oggi noto. L’emivita di tau nel              

sistema nervoso centrale umano, la sua cinetica nella malattia di          

Alzheimer sono questioni tuttora aperte.  
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Fino ad oggi, nessuna singola ipotesi proposta è riuscita a racchiudere           

completamente sia gli aspetti clinici che quelli anatomo-patologici della         

malattia di Alzheimer. Tuttavia, un evento precipitante, in grado di          

suscitare molteplici cascate secondarie potrebbe aiutare a spiegare la         

natura multiforme della patogenesi. Una particolare ipotesi di questo tipo          

che ha riscosso notevole interesse è l'ipotesi del danno ossidativo,          

un'estensione della teoria dell’invecchiamento dovuta ai radicali liberi. 31 .  

2 - RADICALI LIBERI E INVECCHIAMENTO 

Risale ad oltre un secolo addietro l’osservazione che gli animali con tassi            

metabolici più elevati hanno spesso durata di vita più breve. Fu quindi            

formulata un’avvicente ipotesi: il tasso metabolico di una specie è ciò che            

in ultima analisi determina la sua aspettativa di vita. Da principio, il            

legame meccanicistico tra metabolismo e invecchiamento era del tutto         

ignoto. Nel 1954 Rebecca Gershman collegò per prima l’effetto tossico          

dell’ossigeno alla formazione di radicali liberi. 
32 Due anni dopo, Denham           

Harman avanzò la c.d. 'Teoria dei radicali liberi' ipotizzando che radicali           

dell’ossigeno, generati nelle cellule, possano indurre un danno cellulare e          

che questo danno possa essere progressivamente cumulativo. 
31 Il         

concetto di ossidanti endogeni risultò in un primo momento controverso e           

poco interessante per la comunità scientifica. Diversi anni dopo McCord e           

Fridovich purificarono per primi un enzima da eritrociti bovini, la cui unica            

funzione sembrava essere quella di catalizzare la dismutazione dell’anione         

superossido (O2 
•− ) ad ossigeno molecolare e perossido di idrogeno: la          

superossido dismutasi (SOD) 
33 . Il radicale superossido era stato scoperto          

negli anni 1930 da Linus Pauling ma era risultato di interesse unicamente            

per i chimici. I radicali liberi sono stati infatti a lungo considerati specie ad              

emivita troppo breve per poter svolgere un ruolo nei processi vitali. Si può             

affermare che la scoperta della SOD creò un ponte tra la chimica dei             

radicali liberi, la biologia e la medicina. 
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Dato che il mitocondrio produce la maggior parte dell'energia cellulare, e           

corrispondentemente consuma l’ossigeno intracellulare, la teoria      

dell’invecchiamento basata sui radicali liberi afferma che maggiore è il          

tasso metabolico di un organismo, maggiore è la produzione di specie           

reattive dell'ossigeno (ROS) e quindi più breve la durata della vita. In            

alcune specie tuttavia, questa correlazione tra tasso metabolico e la          

durata di vita non si manifesta. Ciò è particolarmente vero per gli uccelli e              

per i primati, che tendono a vivere più a lungo di quanto sarebbe             

previdibile in base ai loro tassi metabolici. Un'attenta analisi della          

produzione di specie ossidanti ha dimostrato che ad un dato tasso           

metabolico, i mitocondri di queste specie tendono a produrre meno ROS.           

Ciò indica che è la produzione di ROS piuttosto che il tasso metabolico ad              

avere la maggiore correlazione con la longevità complessiva.  

Sebbene inizialmente la teoria dei radicali liberi considerasse l’azione dei          

ROS del tutto casuale e indiscriminata, in epoca più recente si sono            

accumulate prove che queste agiscano anche come specifiche molecole di          

segnalazione, sia in condizioni fisiologiche che patologiche. Ad esempio, la          

generazione di ROS da parte dei fagociti costituisce un passaggio          

fondamentale nella difesa dell'ospite contro le infezioni. Analogamente, le         

ROS prodotte a livello citosolico in risposta a stimolazione da parte di            

fattori di crescita, sono coinvolte nella regolazione della risposta         

proliferativa cellulare. 
34 Indipendentemente da come e dove vengano         

generate, i livelli di ROS possono avere due conseguenze potenzialmente          

importanti: provocare danni ai vari componenti cellulari e innescare         

l’attivazione di vie di segnalazione specifiche.  

2.1 - Danno da ROS 

Le ROS comprendono una varietà di specie chimiche diverse, tra cui           

anioni superossido, radicali idrossilici e perossido di idrogeno. Alcune di          

queste specie, come il radicale superossido e idrossilico, sono         

estremamente instabili, mentre altri, come il perossido di idrogeno, sono          
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liberamente diffusibili e di relativa lunga durata. Queste varie specie          

radicaliche possono essere esogene o prodotte all'interno delle cellule da          

fonti diverse. Si ritiene che la maggior parte della produzione endogena di            

ROS derivi dai mitocondri. La produzione di radicale superossido         

mitocondriale si verifica principalmente in due punti distinti della catena di           

trasporto degli elettroni, vale a dire al complesso I (NADH deidrogenasi) e            

al complesso III (ubichinone-citocromo c reduttasi). In normali condizioni         

metaboliche, il complesso III è il sito principale di produzione dei ROS. 
35             

Nell’invecchiamento umano, un punto critico è la formazione del radicale          

semichinonico (∙Q-), che si produce come intermedio nella rigenerazione         

del coenzima Q. Una volta formato, il radicale semichinonico, senza          

catalisi enzimatica, può trasferire elettroni all’ossigeno molecolare con la         

conseguente generazione di un radicale superossido. La produzione di         

ROS diventa quindi una funzione del tasso metabolico e, come tale, il            

tasso di attività vitali può essere indirettamente tradotto in un          

corrispondente tasso di stress ossidativo. In vitro, i mitocondri convertono          

l’1-2% delle molecole di ossigeno consumato in anioni superossido.36 Oltre          

a generare ossidanti, il metabolismo può produrre una serie di altri           

sottoprodotti, compresi il gliossale e il metilgliossale, entrambi i quali          

possono contribuire alla formazione di prodotti finali della glicazione         

avanzata (AGE - advanced glycation end-products). Qualunque sia la         

quantità assoluta di ROS prodotte dai mitocondri, dati i loro effetti           

potenzialmente dannosi, è probabile che numerosi meccanismi di        

protezione si siano co-evoluti per limitare la produzione e il rilascio di            

ossidanti. La produzione di ROS è infatti in gran parte controbilanciata da            

un complesso sistema di difesa antiossidante che include gli scavengers          

enzimatici SOD, catalasi e glutatione perossidasi. La SOD accelera la          

conversione di superossido a perossido di idrogeno, mentre catalasi e          

glutatione perossidasi convertono il perossido di idrogeno in acqua. In          

aggiunta a questi sistemi antiossidanti enzimatici, esistono almeno cinque         

membri di una famiglia relativamente nuova di scavenger di perossidi          

chiamati perossiredossine. 
36,37 Una varietà di sistemi non enzimatici,         
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costituiti da sostanze a basso peso molecolare, ha un ruolo importante nel            

contrastare le ROS. Questi includono l’ascorbato, il piruvato, i flavonoidi, i           

carotenoidi e, forse più importante, il glutatione, che è presente in           

concentrazioni millimolari a livello intracellulare. L'equilibrio tra la        

produzione di ROS e queste difese antiossidanti determina il grado di           

stress ossidativo. 
38 Le conseguenze di questo stress sono legate alle           

modificazioni cui incorrono le proteine cellulari, i lipidi e il DNA. Tra le più              

studiate alterazioni indotte dallo stress ossidativo c’è quella a carico delle           

proteine con formazione di derivati carbonilici. La formazione del carbonile          

può avvenire attraverso una varietà di meccanismi compresa l’ossidazione         

diretta di alcune catene laterali di aminoacidi o per clivaggio peptidico           

indotto dall’ossidazione. Sebbene tutti gli organi e tutte le proteine          

possano essere alterate dallo stress ossidativo, determinati tessuti e         

specifiche proteine sono obiettivi privilegiati 39 . 

Diversi studi hanno dimostrato che le cellule e gli organismi sottoposti al            

processo dell’invecchiamento accumulano danni ossidativi al DNA nucleare        
40 . Forse a causa della sua vicinanza con la principale fonte di radicali             

liberi, o per la mancanza di un sistema efficiente di riparazione, il DNA             

mitocondriale è generalmente considerato ancora più sensibile al danno         

ossidativo rispetto al DNA nucleare. Un danno progressivo al DNA          

mitocondriale altera le funzioni del mitocondrio che produce ancora più          

ROS dando vita a un circolo vizioso che porta ad ulteriori alterazioni del             

DNA nucleare.  

 

2.2 - ROS come molecole di segnale 

Durante gli anni 80 e 90 del secolo scorso si sono accumulate prove che i               

radicali liberi e gli ossidanti svolgano un ruolo essenziale nella          

segnalazione cellulare e nella regolazione redox dei processi metabolici.         

E’ormai un dato di fatto che le modifiche post traslazionali delle proteine            

regolatrici si servono della chimica redox, trasducendo un segnale         
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ossidante in una risposta biologica. Complessivamente si può affermare         

che la segnalazione redox è coinvolta nella crescita e nella          

differenziazione cellulare, nell’adattamento e nella morte cellulare 
41,42 . Le         

evidenze attuali suggeriscono che il perossido di idrogeno e il radicale           

superossido siano parte dei meccanismi di trasduzione del segnale, poichè          

la loro produzione intracellulare può essere indotta dal legame         

ligando-recettore di numerosi tipi di recettori ( come ad esempio i           

recettori delle citochine, recettore della tirosina e della chinasi serina /           

treonina, i recettori accoppiati a proteina G e recettori accoppiati a canale            

ionico), in risposta a diversi stimoli tra cui l'angiotensina II, le citochine, il             

glutammato, il fattore di crescita epidermico (EGF), il fattore di crescita           

endoteliale vascolare (VEGF), il TNF-α, il fattore di crescita derivato dalle           

piastrine (PDGF). 
43 Non solo le chinasi (in particolare la famiglia MAPK) e             

le fosfatasi possono essere modificate dagli ossidanti, ma anche enzimi          

metabolici, elementi del citoscheletro, fattori che controllano il ciclo e la           

morte cellulare più una serie di altri obiettivi redox-sensibili, compresi i           

fattori di trascrizione universali come NF-κB, AP-1, CREB, Nrf2 e p53,           

stando a significare che i radicali liberi e gli ossidanti hanno un ruolo nella              

regolazione dell’espressione genica 
42,44–46 . La scoperta dell’ossido nitrico        

(NO•) nelle cellule dei mammiferi ha ulteriormente espanso le conoscenze          

sui radicali liberi come messaggeri biologici. L’ossido nitrico è un radicale           

gassoso ubiquitario e un messaggero intercellulare coinvolto nella        

regolazione dei principali organi e sistemi, tra cui il sistema immunitario,           

cardiovascolare e nervoso 
47,48 . Trent’anni fa circa ne venivano per la           

prima volta identificate le capacità vasodilatatorie. L'ossido nitrico, viene         

sintetizzato a partire dall’aminoacido L-arginina mediante una famiglia di         

ossido nitrico sintetasi (NOS), A causa del basso peso molecolare e per le             

proprietà idrofobiche, l’ossido nitrico permea facilmente le membrane        

cellulari ed è in grado di diffondere alle cellule vicine, una proprietà            

questa che, nel cervello, implica l'integrazione dell'attività di neuroni         

contigui indipendentemente dalle connessioni sinaptiche dirette fra loro 
49 .         

Il suo target è stato individuato nel gruppo eme della guanilato ciclasi            
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solubile (sGC), che viene attivato dall’ossido nitrico, producendo cGMP.         

Tuttavia, sono state individuate anche altre vie di segnalazione,         

indipendenti dalla produzione di cGMP, in particolare quelle con gruppi          

tiolici in proteine e glutatione, probabilmente coinvolgendo la catalisi dei          

metalli di transizione e l’interconversione fra diverse forme redox         

dell’ossido nitrico. Un altro elemento interessante è la competizione tra          

ossigeno e ossido nitrico per il centro binucleare della citocromo c           

ossidasi, che suggerisce un ruolo dell’ossido nitrico anche nella         

regolazione della respirazione mitocondriale 
50 . La scoperta dell’ossido        

nitrico ha portato anche una nuova serie di specie reattive che si            

aggiungono a quelle derivate dall'ossigeno. Infatti, l'ossido nitrico è dotato          

di una scarsa reattività, (simile a quella dell’ossigeno) che però, sotto           

tensioni relativamente elevate di ossigeno, va incontro ad autossidazione         

formando radicali NO2 e N2 O3 , con proprietà nitrative e nitrosative,          

collettivamente chiamate RNS (reactive nitrogen species - specie reattive         

dell’azoto) capaci di interagire ed alterare DNA, proteine e lipidi. Inoltre,           

la reazione tra ossido nitrico e radicale superossido produce la potente           

specie ossidativa e nitrativa nota come perossinitrito, (ONOO
- ) uno dei          

fattori coinvolti nella lipoperossidazione 
51 . Per tale motivo sono stati          

introdotti i termini stress nitrosativo e nitrossidativo. Come nel caso delle           

ROS anche le RNS sono un gruppo di molecole correlate, ma con proprietà             

biologiche e chimiche distinti. Pertanto i termini stress ossidativo e          

nitrosativo implicano una serie di reazioni chimiche distinte, tra cui          

idrossilazioni, perossidazioni, ossidazione di sulfidrili a disolfuri,       

carbonilazioni, nitrosazioni, nitrosilazioni, e nitrazioni. Oltre a un        

coinvolgimento generale nello stress nitrosativo, si ritiene anche che le          

RNS agiscano da molecole di segnale in modo diverso dall’ossido nitrico           
52 .  
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Fig. 1 

 

3 - INVECCHIAMENTO, STRESS 

OSSIDATIVO E MALATTIA DI ALZHEIMER 

Le cellule del sistema nervoso sono influenzate dall’invecchiamento tanto         

quanto le cellule di altri organi, andando incontro a livelli          

progressivamente aumentati di stress ossidativo, nitrossidativo,      

omeostasi energetica alterata, accumulo di proteine danneggiate e        

modifiche ai danni degli acidi nucleici 
53,54 . Questi cambiamenti tipici del           

normale invecchiamento, sono più evidenti e severi in alcune popolazioni          

maggiormente vulnerabili di neuroni. Le alterazioni tipiche di ciascuna         
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malattia neurodegenerativa (l'accumulo di β-amiloide nella malattia di        

Alzheimer, l’α-sinucleina nei neuroni dopaminergici nel morbo di        

Parkinson e Cu/Zn-SOD nei motoneuroni nella sclerosi laterale        

amiotrofica), si verificano, anche se in misura minore, durante         

l’invecchiamento fisiologico 
55 . Diversi studi di genetica molecolare        

supportano l’esistenza sia di geni evolutivamente conservati associati ad         

un invecchiamento neuronale di successo (successful aging), sia di geni in           

grado di causare o di aumentare il rischio di una malattia           

neurodegenerativa 
56 . Tra i geni che si ritiene abbiano un ruolo importante            

nel processo di invecchiamento ci sono quelli che codificano proteine          

coinvolte nella segnalazione del segnale insulinico, nella acetilazione e         

metilazione del DNA e delle proteine, nella riparazione del DNA e nel            

metabolismo lipidico 
57,58 . Sviluppare una malattia degenerativa nel corso         

dell’invecchiamento dipende da una complicata interazione tra la genetica         

individuale, e quei fattori ambientali in grado di facilitare o contrastare i            

meccanismi molecolari e cellulari fondamentali dell’invecchiamento. 

Ciascuna malattia neurodegenerativa determina alterazioni molecolari      

tipicamente in alcune popolazioni neuronali più vulnerabili, che sono         

qualitativamente simili, ma amplificate rispetto a quelle che si verificano          

nel sistema nervoso durante il normale invecchiamento, e che si          

traducono in alterazioni della funzione e infine con la loro morte. 

Vi è ormai ampia evidenza che lo stress ossidativo, ha un ruolo            

importante nella disfunzione e nella morte delle cellule neuronali che si           

verificano nelle patologie neurodegenerative. Il tessuto nervoso è        

maggiormente suscettibile al danno ossidativo dato l’alto consumo di         

ossigeno, i livelli relativamente bassi di antiossidanti e la bassa capacità           

rigenerativa. I lipidi insaturi sono particolarmente suscettibili ad        

alterazioni di tipo ossidativo e i prodotti della perossidazione lipidica sono           

un marker consolidato di danno ossidativo. La perossidazione lipidica è il           

risultato dell’attacco da parte dei radicali liberi sul doppio legame degli           

acidi grassi insaturi, quali l'acido linoleico (LA) e acido arachidonico (ARA),           

per generare radicali lipidici perossidici altamente reattivi, che avviano         
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una reazione a catena a danno di altri acidi grassi insaturi. La reazione a              

catena conduce alla formazione di prodotti di decomposizione tra cui          

4-idrossi 2,3-nonenale (HNE), acroleina, malondialdeide (MDA) e       

isoprostani.  

Le cellule hanno meccanismi di difesa contro gli insulti ossidativi endogeni           

e le alterazioni di questi possono essere utilizzate come marker di stress            

ossidativo.  

Le ROS sono in grado di reagire con una moltitudine di differenti molecole             

e di avviare la morte delle cellule neuronali, attraverso una molteplicità di            

percorsi diversi. L'ossidazione dei lipidi, proteine e DNA comporta funzioni          

cellulari deteriorate e la formazione di specie tossiche come perossidi,          

alcoli, aldeidi, chetoni e ossido di colesterolo. L’ossido di colesterolo è           

risultato tossico per linfociti e macrofagi presenti nei vasi sanguigni.59          

L’acroleina, derivato di un lipide modificato per via ossidativa, e HNE           

possono indurre tossicità mediante crosslinking con residui di cistina,         

lisina e istidina attraverso una reazione di addizione di Michael. L’acroleina           

è in grado di ridurre l'assorbimento di glutammato e glucosio da colture            

cellulari, laddove HNE modifica le proteine dando luogo ad una          

moltitudine di effetti, tra cui l'inibizione del trasportatore neuronale di          

glucosio tipo-3, del trasportatore del glutammato GLT-1, nonché della Na
+          

K
+ ATPasi. 

60–62 HNE attiva le chinasi c-Jun n-terminali e le protein-chinasi            

1 mitogeno attivate (p38), stimolando la cascata apoptotica. Le         

alterazioni delle proteine provocano la perdita di funzionalità degli enzimi          

(per esempio, glutammina sintetasi, superossido dismutasi), mentre le        

interazioni delle ROS con il DNA può portare a mutazioni. La generazione            

eccessiva delle ROS porta anche a una disregolazione del segnale          

intracellulare del calcio, e tale alterazione è stata più volte osservata nelle            

malattie neurodegenerative in cui i livelli di calcio aberranti stimolano          

numerosi pathways che in ultima analisi inducono un cascata         

apoptotica.63,64 Le ROS sono prodotte anche attraverso vie indirette che          

coinvolgono l'attivazione tramite il calcio di metallo-enzimi come        

fosfolipasi, ossido nitrico sintasi e la xantina ossidasi. Il calcio è cruciale            
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nella trasduzione del segnale e come tale è sia sensibile a diversi stimoli,             

sia in grado di provocare una varietà di risposte cellulari differenti. Molti            

studi documentano la perdita dell’omeostasi del calcio nelle malattie         

neurodegenerative, portando ad un deterioramento in un gran numero di          

processi cellulari 
65 Tuttavia, la maggior parte di questi diversi percorsi di            

segnalazione si basano su retroazioni ed è conseguentemente difficile         

distinguere causa ed effetto. Un esempio di questo è l'interazione tra la            

segnalazione basata sul calcio e la produzione di ROS: anche se           

l’incremento di calcio intracellulare può indurre la produzione di ROS, a           

livelli non tossici è stato dimostrato che le ROS sono in grado di indurre              

un aumento del calcio citosolico. 
66,67 Uno degli eventi a valle che si             

verificano in risposta ad un afflusso di calcio indotto da ROS, è una riposta              

eccitotossica cioè l'attivazione di recettori del glutammato, che innescano         

una cascata di eventi che portano alla morte cellulare. 
68,69 Le risposte            

eccitotossiche sono considerate implicate in numerose malattie       

neurologiche, tra cui l'epilessia e la malattia cerebrovascolare, nonché         

nelle malattie neurodegenerative (non solo Alzheimer ma anche        

Parkinson, sclerosi laterale amiotrofica e malattia di Huntington). 70 

La maggioranza delle ROS ha origine dalla reazione dell’ossigeno         

molecolare con metalli redox attivi rame e ferro.71 . La capacità di questi            

ioni metallici di occupare diversi stati di valenza e di sottoporsi           

ripetutamente a processi di riduzione ed ossidazione attivando così         

l’ossigeno molecolare, è sfruttata da molti enzimi. Tuttavia, i metalli          

redox-attivi privi di controllo potranno reagire impropriamente con        

l'ossigeno per generare ROS. E’stato proposto che le proteine implicate in           

diverse patologie neurodegenerative età-dipendente (Aβ nella malattia di        

Alzheimer, α-sinucleina nel morbo di Parkinson, SOD1 nella sclerosi         

laterale amiotrofica, la fratassina nell’atassia di Friedreich e α e          

β-cristallina nella cataratta), potrebbero presentare anomali siti di legame         

per Cu
2 + o Fe

3+ per reazione inappropriata con O2 . 
72 Queste proteine             

potrebbero avere alcune funzioni protette da questi ioni metallici che          

occupano normalmente siti di legame a più alta affinità, nascosti e           
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schermati alle reazioni redox. Con l’aumento della concentrazione di         

metalli nel cervello che si accompagna con l'età, incrementa la probabilità           

che un sito a bassa affinità, redox attivo, possa reclutare uno ione            

metallico dal pool cellulare normalmente silente da un punto di vista           

redox. In questo modo, proteine come Aβ possono sfruttare biometalli          

endogeni per favorire l’incremento dell’attività redox e la produzione di          

ROS.  

 

È noto che la produzione di ROS ha un ruolo cruciale anche nei             

meccanismi fisiologici che regolano il ripiegamento, il misfolding, e         

l'eliminazione delle proteine non ripiegate. 
73 Il reticolo endoplasmatico         

(ER) svolge un fondamentale ruolo nella regolazione del ripiegamento         

delle proteine. In caso di abbondanza di proteine mal ripiegate, si verifica            

una reazione di stress del reticolo endoplasmatico, determinando così una          

maggiore produzione di ROS durante il processo di ripiegamento         

ossidativo delle proteine (formazione di legami disolfuro) e l’accumulo di          

proteine non ripiegate o misfolded. 
74 Il conseguente impoverimento della          

disponibilità del glutatione e il danno mediato da ROS del sistema           

mitocondriale di trasferimento degli elettroni, amplifica la produzione di         

ROS e conduce alla morte cellulare. L'alterazione del ER è una delle            

caratteristiche comuni a diverse patologie neurodegenerative, per lo più         

caratterizzate da misfolding proteico. 
75 Inoltre, uno stress ossidativo         

persistente altera le funzioni del sistema ubiquitina-proteasoma che è         

responsabile della degradazione delle proteine danneggiate. 
76 Nelle        

piastrine e nel tessuto cerebrale post mortem di pazienti affetti da           

malattia di Alzheimer è stata riportata una carenza di citocromo c           

ossidasi. Come risultato, vi è un aumento del danno mitocondriale con           

incremento della produzione di ROS e danno neuronale. I mitocondri          

alterati generano infatti elevati livelli di ROS, esponendosi essi stessi al           

danno radicalico. 77 
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Un altro aspetto importante nella malattia di Alzheimer è l'infiammazione          

causata da una attivazione incontrollata delle cellule della glia. 
78 Il           

recettore della proliferazione perossisomale γ (PPAR-γ) è un regolatore         

dei processi infiammatori. Lo stress ossidativo determina una        

fosforilazione di PPAR-γ, alterandone le proprietà funzionali. 79 

Inoltre, è stato riportato che anche un lieve stress ossidativo potrebbe           

innescare la cascata amiloide ed essere pertanto coinvolto nelle         

primissime fasi della malattia di Alzheimer: infatti, ciò provocherebbe         

un'alterazione della compartimentazione subcellulare di BACE1 (beta site        

APP cleaving enzyme 1), un enzima coinvolto nel clivaggio di APP da parte             

della β- secretasi; di conseguenza, sarebbe favorito il processamento         

amiloidogenico di APP. 
80 . Aβ è inoltre in grado di produrre ROS attraverso             

una reazione metallo-catalizzata. 
81 Le lesioni osservate nei cervelli affetti          

da malattia di Alzheimer sono quelle tipiche del danno da stress ossidativo            

(ad esempio, danno al DNA, l'ossidazione delle proteine e perossidazione          

lipidica) e contengono metalli in grado di esercitare l’attività catalitica          

necessaria alla produzione di ROS. 82 . 

Ovviamente, l'esposizione allo stress ossidativo stimola l'attivazione di        

risposte compensatorie antiossidanti sia di tipo enzimatico sia non         

enzimatico. Tuttavia questi sistemi sembrano essere compromessi nei        

pazienti affetti dal malattia di Alzheimer, sebbene i dati in letteratura           

siano a tal riguardo controversi. 
83–85 Nel cervello di pazienti con           

Alzheimer, l'attività delle proteine antiossidanti catalasi, superossido       

dismutasi (SOD), glutatione perossidasi (GPx) e glutatione reduttasi (GR)         

sono aumentate a livello dell’'ippocampo e dell’amigdala. 
60 E’ plausibile          

che la SOD possa essere indotta dallo stress ossidativo nelle prime fasi            

della malattia di Alzheimer e vada quindi incontro a consumo ed           

esaurimento nella fase avanzata (c.d. challenging ossidativo). GPx e GR          

sembrano essere, rispettivamente superiore ed inferiore nei pazienti        

affetti da malattia di Alzheimer, rispetto ai controlli. Quindi, il rapporto di            

attività GR/GPx risulta essere più elevato nei soggetti sani, intermedio nei           

soggetti affetti da declino cognitivo lieve (MCI- mild cognitive         
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impairment), e più basso nei pazienti con malattia di Alzheimer          

conclamata. Inoltre, è stato osservato che tale rapporto è risultato essere           

positivamente correlato con i punteggi al Mini Mental State Examination          

(MMSE). 86 Coerentemente, la riduzione di GR (che rigenera il glutatione           

ridotto da glutatione ossidato - GSSG-), si associa a livelli di GSSG più             

elevati in pazienti affetti da malattia di Alzheimer e correla con lo stadio             

della malattia. 

Esiste una notevole mole di osservazioni che mostra come l’omeostasi di           

ferro, zinco e rame e le loro rispettive proteine leganti, siano           

significativamente alterate nel cervello di pazienti affetti da malattia di          

Alzheimer. E’stato proposto che la maggiore fonte di stress ossidativo per           

eccessiva produzione di radicali liberi a livello cerebrale, nei pazienti          

affetti da malattia di Alzheimer, siano proprio i metalli di transizione rame            

e ferro quando legati alla Aβ. 87 

Recenti risultati hanno evidenziato l'importanza di Zn
2+ nella formazione         

della placca amiloide. 
88 Nelle placche presenti in tessuto cerebrale di           

pazienti affetti da malattia di Alzheimer, sono state ritrovate elevate          

concentrazioni di rame (400 μM), zinco (1 mM) e ferro (1 mM)
89 . Studi in              

vitro hanno dimostrato che bassi livelli μM di Zn
2+ possono indurre           

aggregazione e precipitazione resistente alle proteasi di Aβ.90 Anche Cu
2+          

e Fe
3+ possono indurre l'aggregazione del peptide, che aumenta a pH           

acido.91 Questi metalli sono normalmente presenti ad alte concentrazioni         

nelle regioni cerebrali più sensibili alla neurodegenerazione. Durante la         

neurotrasmissione vengono rilasciate alte concentrazioni di zinco (300        

μM) e rame (30 μM), e ciò potrebbe spiegare il motivo per cui le              

precipitazioni di Aβ avvengono a livello sinaptico. 92  

Una analisi della corteccia e dei nuclei accessori basali dell’amigdala,          

utilizzando emissione di raggi X indotta da microparticelle, ha mostrato          

che questi metalli si accumulano nel neuropilo di pazienti affetti da           

malattia di Alzheimer, in concentrazioni che sono da tre a cinque volte            

superiori rispetto ai controlli di pari età.87,93 Le concentrazioni di rame in            

soggetti affetti da malattia di Alzheimer sono aumentate di 2,2 volte nel            
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liquor cefalorachidiano e maggiormente elevate anche nel plasma.94,95        

E’nota anche la presenza del ferro all'interno dei depositi di amiloide del            

cervello umano. 89  

 

4 - ACIDI GRASSI POLINSATURI E      

CERVELLO 

Il cervello è ricco di fosfolipidi, che sono fondamentali per i processi di             

neurotrasmissione, nella plasticità sinaptica e in ultima analisi nei processi          

cognitivi I fosfolipidi cerebrali contengono un’alta percentuale di acidi         

grassi polinsaturi (PUFA), specialmente acido docosaesaenoico (DHA) e        

acido arachidonico (AA).  

E’stato osservato come all’aumentare dell’attività radicalica, il contenuto        

di PUFA nel cervello vada incontro a graduale declino. 
96

Inoltre, gli            

idroperossidi lipidici sono particolarmente instabili e possono andare        

incontro ad una spontanea decomposizione in vari prodotti, tra cui MDA,           

4-HNE, chetoni ed epossidi.  

I prostanoidi derivano dall'acido arachidonico e sono sintetizzati dalla         

ciclossigenasi 1 (COX-1) e dalla cicloossigenasi 2 (COX-2) inducibile,         

entrambe le quali sono espresse dalle cellule della glia. In un modello            

murino di malattia di Alzheimer, inibendo la COX-1 si ha un effetto            

soppressivo sulla deposizione di amiloide. 
97 . Inoltre è stato osservato che           

le concentrazioni della prostaglandina pro-infiammatoria PGE2 sono       

elevate in pazienti affetti da malattia di Alzheimer. 
98 . La neuroprotectina           

D1 (nota anche come 10R, 17S-DHA) è un derivato dell’acido          

docosaesaenoico (DHA) e agisce come mediatore autocrino / paracrino. I          

suoi effetti si riscontrano durante le prime fasi della risposta          

neuroinfiammatoria. Tra questi sono stati descritti la riduzione del         

clivaggio amiloidogenico di APP, il blocco dell’espressione di geni         

pro-infiammatori e la promozione della sopravvivenza delle cellule        
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neuronali. Inoltre, il processamento anti-amiloidogeno dovuto alla       

neuroprotectina D1 ha come target l’attivazione dell’alfa secretasi, della         

beta secretasi e del recettore PPARγ.  

Nel cervello, gli acidi grassi polinsaturi (PUFA) regolano sia la struttura sia            

la funzione dei neuroni, delle cellule gliali e di quelle endoteliali. Negli            

ultimi dieci anni, ci sono stati importanti progressi nella nostra          

comprensione del metabolismo fisiologico e patologico dei PUFA a livello          

cerebrale. I meccanismi attraverso cui i PUFA possono accedere al          

cervello e come vengono processati al suo interno, sono stati identificati e            

caratterizzati, così come è stata identificata una serie di nuove molecole           

di segnalazione derivate dagli acidi grassi polinsaturi. Inoltre, gli studi          

hanno dimostrato un ruolo cruciale dei PUFA nel determinare la          

sopravvivenza neuronale, la neurogenesi, la funzione sinaptica e nel         

regolare i livelli di infiammazione cerebrale. Non stupisce quindi che una           

assunzione alimentare squilibrata di PUFA e l’alterazione del metabolismo         

degli stessi, siano stati segnalati in una serie di disturbi neurologici e            

psichiatrici.99,100  

Gli acidi grassi saturi e monoinsaturi (MUFAs) possono essere sintetizzati          

de novo all'interno cervello, ma i PUFA sono principalmente derivati dal           

sangue. L'acido linoleico (LA) e l’acido α-linolenico (ALA) sono acidi grassi           

essenziali, ricavati attraverso la dieta e sono precursori dell’arachidonico         

(AA) e dell’acido docosaesaenoico (DHA), PUFA anch’essi. Il cervello         

esprime gli enzimi che sono necessari per la sintesi di DHA e AA. Tuttavia              

è stato osservato che nei roditori il tasso di sintesi di questi PUFA nel              

cervello è molto inferiore al tasso di PUFA assorbiti dal plasma. Inoltre, i             

livelli cerebrali di enzimi coinvolti nella sintesi di AA e DHA sembrano fissi             

(invece il fegato, è in grado di regolare l’ espressione di questi enzimi in              

risposta all’apporto alimentare). Queste osservazioni portano a ritenere        

che il cervello richieda un costante rifornimento di AA e DHA dal sangue.             

Le stime attuali di assorbimento dal pool plasmatico di AA e DHA non             

esterificati da parte del cervello sono di circa 18 e 4 mg al giorno,              

rispettivamente e la loro emivita nel cervello è stimata pari a 147 e 773              
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giorni rispettivamente. 
101 Se si rende disponibile un pool plasmatico          

diverso da quello degli acidi grassi non esterificati, l’uptake di AA e DHA             

nel cervello può essere più elevato, il loro turnover più rapido e loro             

emivita più breve. Una volta entrati nel cervello, la maggior parte dei            

PUFA - soprattutto DHA e AA - sono attivati da una Acil-CoA sintetasi per              

acidi grassi a catena lunga (ACSL - long-chain-fatty-acid-CoA synthase) e          

poi esterificati nei fosfolipidi di membrana. Altri PUFA, come ALA e EPA,            

vanno incontro a β-ossidazione. L'esterificazione degli acil-CoA a        

lisofosfolipidi probabilmente è mediato dalla famiglia di enzimi cui         

appartengono 1-acilglicerol-3-fosfato-O-aciltransferasi (AGPAT) e la acil      

transferasi dell'acido lisofosfatidico (LPAAT). I membri della famiglia di         

transporter di acidi grassi contenenti ACSL e AGPAT e LPAAT sembrano           

avere una modesta selettività nei confronti dei diversi acidi grassi, ma se            

agissero in sequenza con altre proteine, questo potrebbe spiegare la          

distribuzione altamente specifica degli acidi grassi nel cervello. Lievi         

differenze di selettività potrebbero indirizzare gli acidi grassi verso         

l’esterificazione in determinati lisofosfolipidi, verso la β-ossidazione o        

verso altri percorsi metabolici all'interno del cervello. A livello cerebrale la           

quantità di ATP generata dalla β-ossidazione degli acidi grassi è molto           

inferiore a quella generata per ossidazione del glucosio (con eccezione          

delle zone periventricolari). E' stato recentemente ipotizzato che il livello          

relativamente basso di β-ossidazione degli acidi grassi nel cervello sia          

dovuto in parte all’eccesso di stress ossidativo (e conseguente danno          

cellulare) generato nel corso di questo processo. 
102 103 . Coerentemente         

con questa teoria, l’inibizione farmacologica della β-ossidazione nel        

cervello diminuisce i livelli di metaboliti derivanti da auto-ossidazione dei          

PUFA cerebrali.104 Dopo essere esterificati nei fosfolipidi di membrana, gli          

acidi grassi possono essere idrolizzati dalla fosfolipasi A1 (PLA1) e dalla           

fosfolipasi A2 (PLA2). Ci sono prove che i processi di rilascio degli acidi             

grassi dalla membrana siano regolati in maniera selettiva. 105 . Dopo il           

rilascio dalla membrana plasmatica, oltre il 90% dell’ AA e del DHA sono             

immediatamente riesterificati nei fosfolipidi tramite il ciclo di Lands. La          
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ACSL utilizza due fosfati ad alta energia dall’ATP e, basandosi sull’elevato           

tasso di rilascio degli grassi da parte della PLA2 e di riesterificazione nella             

membrana (circa il 100% al giorno in roditori), è stato calcolato che            

questo processo può consumare fino al 5% dell’ATP cerebrale.         

L’importanza di un percorso così dispendioso in termini energetici non è           

tuttavia noto, sebbene sia lecito ipotizzare che serva a conservare,          

almeno in parte, stabili livelli di PUFA a livello cerebrale.106 . Il consumo e il              

rimpiazzo di PUFA nel cervello può essere visualizzata in vivo negli esseri            

umani tramite tomografia ad emissione di positroni (PET). L’attivazione di          

recettori accoppiati a PLA2 determina la conversione dei PUFA in derivati           

bioattivi (che sono spesso indicati come "mediatori"). I principali enzimi          

coinvolti nella sintesi di mediatori derivanti da PUFA sono la ciclossigenasi           

(COX), la lipossigenasi (LOX) ed il citocromo P450. A differenza di molti            

altri tessuti, la COX2 basale è espressa in maniera significativamente più           

elevata nei neuroni e facilita la conversione di AA in PGE2, una potente             

molecola di segnalazione nel cervello. 
107 . Al contrario di AA, del quale            

sono stati individuati e descritti numerosi mediatori derivati, si conoscono          

e sono stati descritti nel tessuto cerebrale ancora pochi mediatori          

derivanti da DHA: 17S-idrossi-DHA, neuroprotectina D1, resolvina D5,        

14-HDHA e maresina 1. Le cellule cerebrali coinvolte nella sintesi dei           

mediatori derivati da PUFA non sono completamente note. Si sa ad           

esempio che le cellule gliali producano la neuroprotectina D1. Inoltre molti           

derivati lipidici vengono espressi solo dopo danno cerebrale, ischemia o          

infiammazione.  

Uno dei target principali del processo di perossidazione lipidica è il           

sistema nervoso centrale (CNS). Infatti, il cervello è molto sensibile allo           

stress ossidativo, poichè consuma circa il 20-30% dell’ossigeno inspirato,         

contiene alti livelli di acidi grassi polinsaturi (PUFA), ed è quindi un            

bersaglio ideale per l’attacco da parte dei radicali liberi. I metalli redox            

attivi, ampiamente presenti a livello cerebrale, giocano un ruolo cruciale          

nell’avviare e propagare la cascata di reazioni che inizia con l'estrazione di            

un elettrone dal sistema di doppio legame coniugato dalla catena acilica           
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degli acidi grassi. Questo processo porta alla formazione di una varietà di            

specie di radicali liberi, in grado di reagire facilmente con proteine, acidi            

nucleici e altri lipidi. Questi eventi sono ulteriormente aggravati nel          

cervello dalla relativa incapacità delle cellule neuronali nel neutralizzare i          

radicali liberi causa della scarsità di sistemi antiossidanti enzimatici e non.           

La perossidazione lipidica è una delle principali fonti di danno mediato da            

radicali a carico delle membrane neuronali, e da vita a una serie di             

prodotti secondari responsabili di vasti danni cellulari. L’attacco dei         

radicali liberi ai PUFA porta alla formazione aldeidi elettrofile altamente          

reattive. 
108 Oltre alla formazione di aldeidi, radicali lipidici idroperossilici          

subiscono endociclizzazione per la produzione di esteri degli acidi grassi;          

due classi di questi acidi grassi ciclizzati sono gli isoprostani e i            

neuroprostani. La perossidazione dell'AA porta alla formazione       

F2-isoprostani (F2-IsoPs), mentre F2 e F4-neuroprostani (F2 F4-NP) sono         

il prodotto stabile di danno radicalico ai danni del DHA. Una volta formati,             

F2-NP e F4-NP possono subire idrolisi a iso- e neuroprostani liberi e            

possono essere misurati nei fluidi corporei, e F2-NP e F4-NP possono           

subire ulteriore conversione non enzimatica a sostanze direttamente        

dannose per le cellule. 
109 La MDA risulta principalmente dalla          

degradazione ossidativa dei PUFA con la rottura di almeno due doppi           

legami. Nei tessuti dei mammiferi, i precursori della MDA saranno          

pertanto principalmente AA (20:4) e DHA (22:6). Dei possibili meccanismi          

per la formazione di MDA da questi PUFA furono proposti da Pryor e             

Stanley 
110 implicando la formazione di endoperossidi biciclici come         

intermedi, che successivamente si scindono per liberare MDA mediante         

reazioni termiche o acido-catalizzate. Numerosi altri meccanismi sono        

stati individuati 
111,112 . MDA è tipicamente dosata su campioni di plasma           

tramite un saggio colorimetrico basato sulla reazione tra MDA e acido           

tiobarbiturico (TBA). Tuttavia, anche se adatto ad elevati volumi di analisi,           

questo saggio per le sostanze reattive all’acido tiobarbiturico (TBARS)         

manca di specificità per la MDA, reagendo anche con aldeidi diverse da            
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MDA dando vita a composti che assorbono nella stessa gamma di MDA.            
113 .  

Le cellule sono anche dotate di antiossidanti lipidici, soprattutto vitamine          

liposolubili e glutatione, glutatione s-transferasi, una isoforma della        

glutatione perossidasi, e beta-alanil-L-istidina, che può inattivare       

ossidanti lipidici tra cui HNE. Inoltre, l'albumina e le apolipoproteine nel           

plasma possono legarsi e tamponare HNE. Tuttavia, uno specifico         

processo di riparazione della perossidazione lipidica non esiste come         

avviene per le proteine e il DNA e questo può spiegare il motivo per cui               

livelli moderati di perossidazione lipidica potrebbero avere un significato         

fisiologico di segnalazione cellulare e un ruolo nel rimodellamento di          

membrana. 
114 La perossidazione dei lipidi di membrana colpisce una          

varietà di funzioni con conseguente aumento della rigidità della         

membrana, diminuita attività di enzimi legati ad essa (ad esempio, della           

pompa del sodio), deterioramento dei recettori di membrana e alterazione          

della permeabilità. 
115,116 In aggiunta ai danni ai fosfolipidi, i radicali liberi            

sono anche in grado di attaccare direttamente le proteine di membrana e            

indurre cross-linking tra lipidi e proteine, o tra proteine tra loro, che            

contribuiscono ad alterare l’integrità della membrana. 
117 È ragionevole         

ipotizzare che la perturbazione di tutte le suddette funzioni mostrate dai           

PUFA e dai loro metaboliti, insieme con la modificazione delle proteine,           

alteri l’omeostasi neuronale, contribuendo alla neurodegenerazione. Nella       

malattia di Alzheimer, oligomeri di Aβ possono inserirsi nel doppio strato           

lipidico e dare avvio al processo di perossidazione con la formazione di            

MDA, HNE, e acroleina. 
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Fig. 2 
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5 - REVISIONE DELLA LETTERATURA SU      

LIPOPEROSSIDAZIONE E MALATTIA DI    

ALZHEIMER 

 

Il ruolo del danno ossidativo nella patogenesi della malattia di Alzheimer è            

stato suggerito da una mole considerevole di studi in vivo e post mortem .             

Il razionale dei lavori procede dall’ipotesi che lo stress ossidativo sia un            

fenomeno che inizia precocemente ed evolve con la progressione della          

malattia di Alzheimer. Tale ipotesi è stata sondata, negli anni, in diversi            

tipi di studi. 
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Nell’ambito degli studi di valutazione dello stress ossidativo centrale nella          

malattia di Alzheimer o nel MCI, possiamo individuarne alcuni di          

particolare rilievo. Uno studio post mortem effettuato su 4 soggetti affetti           

da MCI e 4 controlli, ha riscontrato in alcune aree cerebrali la presenza di              

livelli aumentati di HNE, rispetto alle stesse aree nei soggetti di controllo            
118 . Uno studio simile, effettuato post mortem su 6 soggetti con MCI e 6              

controlli, ha riscontrato, nei soggetti con MCI, l’aumento di ossidazione          

proteica in alcune aree cerebrali 
119 . Uno studio precedente, basato su           

analisi post mortem di soggetti affetti da malattia di Alzheimer, soggetti           

affetti da sclerosi laterale amiotrofica e controlli, ha individuato un          

incremento di F2-isoprostani nel CSF dei soggetti con malattia di          

Alzheimer rispetto ai controlli, ma non nei soggetti affetti da SLA 
120 . In             

uno studio post mortem del 2009, effettuato su 4 soggetti affetti da EAD             

(Early Alzheimer’s Disease) e 4 controlli, è stato individuato un          

incremento di markers di lipoperossidazione (HNE) in alcune aree         

cerebrali dei soggetti affetti, rispetto ai controlli 
121 . Non sono, invece,           

state riscontrate differenze significative in uno studio post mortem su 9           

soggetti con sindrome di Down, 10 soggetti con malattia di Alzheimer e            

14 controlli, dei quali lo studio ha valutato attività di SOD1, GPx, livelli di              

MDA e o-tirosina 
122 . In uno studio post mortem su 13 soggetti affetti da              

malattia di Alzheimer e 13 controlli, non è stata riscontrata alcuna           

differenza per quanto concerne gli indici di ossidazione lipidica. Risultava          

una differenza significativa per i markers di danno ossidativo alle proteine           

solo in una delle 7 regioni cerebrali valutate. Veniva altresi` individuato           

un incremento di alcune basi ossidate (danno al DNA sia nucleare che            

mitocondriale) solo in alcune aree 
123 . Due diversi studi, del 2000 e del             

2007, hanno rilevato un aumento di TBARs, MDA (individualmente         

valutata), GSH (glutatione ridotto) in soggetti affetti da malattia di          

Alzheimer portatori di APOE4 
124


125 . Altre osservazioni interessanti         

individuano, in pazienti affetti da malattia di Alzheimer, un aumento di           

HNE libero e addotti HNE-proteine 
126–128 , un incremento di TBARS 

129 , un            

aumento della perossidazione e una riduzione dell’attività enzimatica        
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antiossidante 
130 , un incremento della ossidazione proteica e la         

disfunzione dell’attività enzimatica antiossidante, anche in soggetti anziani        

sani 
131 , un’aumentata vulnerabilità allo stress ossidativo in alcune aree          

cerebrali 
132 e l’ossidazione di proteine e lipidi nel cervello di pazienti con             

malattia di Alzheimer 133 .  

Un altro approccio è stato utilizzato negli studi di suscettibilità allo stress            

ossidativo in associazione all’invecchiamento. Uno studio del 1997, ad         

esempio, ha effettuato un confronto tra eritrociti di soggetti giovani sani e            

soggetti anziani sani. E` stata indotta l’ossidazione tramite idroperossido         

di cumene (CumOOH), per poi valutare i livelli di MDA e dell’attività della             

Ca
2+ -ATPasi negli eritrociti (senza indurre emolisi). Dallo studio emerge         

che, sebbene in condizioni basali i livelli di stress ossidativo di anziani e             

giovani siano comparabili, le membrane eritrocitarie dei soggetti anziani         

risultano più vulnerabili allo stress ossidativo 
134 . Altri studi, invece,          

evidenziano livelli elevati di MDA in funzione dell’età già in condizioni           

basali, su modelli animali 
135 e su un campione umano 

136 . Altri studi             

effettuati su linfociti isolati da soggetti giovani e soggetti anziani sani           

osservano l’incremento di markers di danno ossidativo (alle proteine in          

particolare) in soggetti anziani rispetto ai giovani, sebbene non trovino          

differenze nei livelli di enzimi antiossidanti 137 .  

Un altro filone è rappresentato dagli studi di suscettibilità allo stress           

ossidativo in pazienti affetti da Alzheimer. Analizzando 35 pazienti affetti          

da malattia di Alzheimer, confrontati con 40 controlli sani omologhi per           

età e sesso, sono stati riscontrati, nei soggetti malati, ridotti livelli di            

antiossidanti plasmatici e aumentati livelli di MDA. Dopo un’esposizione a          

radicale perossilico, il plasma ha mostrato una velocità di produzione di           

MDA più alta nei soggetti affetti da malattia di Alzheimer rispetto ai            

soggetti sani 
138 . Un altro studio, effettuato su 52 pazienti affetti da            

malattia di Alzheimer, 42 controlli sani e 16 pazienti affetti da sclerosi            

laterale amiotrofica, inducendo stress ossidativo nel plasma tramite        

solfato di rame ha poi misurato i prodotti di lipoperossidazione tramite           

TBARs. Nessuna differenza basale emergeva tra i gruppi, ma i livelli di            
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TBARs risultavano più elevati nei pazienti affetti da malattia di Alzheimer,           

sia rispetto ai controlli che ai pazienti affetti da sclerosi laterale           

amiotrofica . Si notava inoltre una strana correlazione inversa tra livelli di            

lipoperossidazione riscontrati ed estrinsecazione clinica della malattia, con        

una significativa correlazione inversa tra livelli di perossidazione e grado          

della malattia 
139 . In un confronto tra soggetti sani giovani, soggetti sani            

anziani e pazienti affetti da malattia di Alzheimer, effettuato tramite          

misurazione nei linfociti dei livelli intracellulari basali di ROS, basali e dopo            

stimolazione con d-ribosio e staurosporina, sono stati individuati livelli         

basali di ROS maggiori nei pazienti affetti da malattia di Alzheimer, bassa            

suscettibilità alla produzione di ROS indotta da d-ribosio e aumentata          

risposta alla staurosporina rispetto ai controlli anziani sani.140 . Uno studio          

autoptico su porzioni cerebrali di pazienti affetti da malattia di Alzheimer e            

controlli omologhi per età e sesso ha individuato livelli basali di MDA            

uguali tra pazienti e controlli, ma, dopo stimolazione con FeSO4 e H2 O2 , la             

produzione di MDA è risultata superiore nei campioni provenienti da          

soggetti affetti da malattia di Alzheimer 141 .  

Un ulteriore approccio è stato utilizzato negli studi di confronto tra stress            

ossidativo periferico in malattia di Alzheimer e MCI. In uno studio del            

2008 è stata valutata un’ampia varietà di antiossidanti enzimatici e non,           

specie ossidative dell’azoto, markers di ossidazione lipidica (misurati        

mediante la formazione di addotto TBA-MDA) e proteica. Su una          

popolazione di 85 soggetti affetti da MCI, 42 affetti da malattia di            

Alzheimer lieve e 37 controlli omologhi per età, è stato individuato negli            

eritrociti (ma non nel plasma), un incremento significativo di         

perossidazione lipidica sia nei pazienti affetti da malattia di Alzheimer sia           

in quelli affetti da MCI rispetto ai controlli. La presenza di ApoE4 si             

associava, negli eritrociti, a maggiore perossidazione lipidica 142 .  

 

Fig. 3 
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Fig. 3 - Correlazioni significative tra antiossidanti e marker ossidativi in soggetti con MCI, malattia di 

Alzheimer e controlli 

 

Uno studio del 2011 ipotizza che esista uno squilibrio tra fattori           

pro-ossidanti e difese antiossidanti in soggetti affetti da MCI e Alzheimer,           

che varia con la progressione della malattia 
143 . A tal fine è stata valutata              

la perossidazione lipidica tramite dosaggio di MDA nel plasma. Sono state           

quindi misurate l’attività di catalasi, glutatione perossidasi, glutatione        

reduttasi e glutatione S-transferasi per valutare la relazione tra stress          

ossidativo e performance cognitiva. Lo studio ha coinvolto una         

popolazione di 29 pazienti di età compresa tra 66 e 90 anni con diagnosi              

probabile di Alzheimer e demenza moderata (MMSE tra 18 e 26) e 33             

pazienti di età compresa tra 61 e 89 anni affetti da MCI. I livelli di MDA                

nel plasma sono risultati più alti nei pazienti affetti da malattia di            

Alzheimer, sia rispetto ai soggetti con MCI, sia rispetto ai controlli.  
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Fig. 4 

  
Fig. 4 - Livelli di MDA nel plasma di controlli anziani sani, MCI e malattia di Alzheimer. I dati sono espressi 

come media ± SEM. 
 

Un ulteriore studio 
144 si è basato sulla valutazione dei livelli di MDA             

(valutati negli eritrociti), SOD, CAT, GPx, GR in pazienti affetti da malattia            

di Alzheimer e demenza vascolare. La popolazione presa in esame era           

composta di 150 soggetti (50 affetti da malattia di Alzheimer, 50 da VD e              

50 controlli non dementi) di età compresa tra 65 e 80 anni. I risultati              

mostrano una differenza significativa nei livelli di MDA tra soggetti affetti           

da malattia di Alzheimer, soggetti affetti da VD e soggetti sani. 

 

Fig. 5 

 
Fig. 5 - Livelli di MDA in controlli, pazienti con VD e pazienti con malattia di Alzheimer. 

 

Un altro studio ha preso in esame gli antiossidanti periferici in pazienti            

affetti da morbo di Parkinson, malattia di Alzheimer e demenza vascolare,           

mediante dosaggio di TBARs da eritrociti 
145 . La popolazione oggetto di           
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indagine comprendeva 75 soggetti affetti da malattia di Alzheimer,         

demenza vascolare, morbo di Parkinson e controlli. In uno studio del 2010            
146 sono stati trovati livelli di MDA più elevati in pazienti affetti da             

Alzheimer e MCI. Sono stati valutati, a questo scopo, enzimi antiossidanti           

ed MDA (tramite saggio dell’acido tiobarbiturico) nel siero. Il campione, in           

questo caso, era composto da 45 soggetti (15 affetti da MCI, 15 affetti da              

malattia di Alzheimer, 15 controlli sani di età simile).  

Fig. 6 

 
Fig. 6 - Livelli di MDA in controlli, MCI e malattia di Alzheimer. I dati sono espressi come media ± SEM. 

 

La produzione di TBARs negli eritrociti era significativamente più elevata          

in soggetti affetti da malattia di Alzheimer, sia rispetto ai controlli di età             

equivalente, sia rispetto ai controlli di età più giovane, come risulta da            

uno studio del 2005. La valutazione di TBARs, SOD, NOS in eritrociti e             

piastrine è stata effettuata su una popolazione di 53 pazienti affetti da            

malattia di Alzheimer, 40 controlli omologhi per età e 37 controlli sani 147 .  
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Fig. 7 

 
Fig. 7 Produzione di TBARS negli eritrociti in controlli giovani (YC), controlli anziani (AC) e malattia di 

Alzheimer. I dati sono espressi come media ± SEM 

 

Risultati simili sono stati ottenuti da un altro studio, che ha confrontato            

l’attività metalloproteinasica con i livelli di stress ossidativo, in         

considerazione del fatto che i radicali liberi hanno una funzione di           

controllo sull’attività proteasica 
148 . Sono stati valutati enzimi antiossidanti         

e MDA nel plasma in una popolazione composta ta 34 pazienti affetti da             

MCI, 45 pazienti affetti da malattia di Alzheimer, 28 controlli sani           

omologhi per età. Va sottolineato che gli autori riferiscono l’assenza di           

differenze significative tra MDA in pazienti con MCI e controlli. 

Fig. 8 

 

 
Fig. 8 - Livelli di MDA nel plasma in controlli, MCI, e soggetti con malattia di Alzheimer. *Differenza 

significativa rispetto a controlli anziani sani 
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Uno studio del 2006, su una popolazione di 36 pazienti con MCI, 71 affetti              

da malattia di Alzheimer, e 28 affetti da demenza vascolare, ha valutato            

ROS sierici (tramite dROMs), omocisteina e capacità antiossidante totale         

(TAC) in pazienti affetti da malattia di Alzheimer, confrontandoli con          

controlli sani omologhi per età 149 .  

Fig. 9 

 
 Fig. 9 - Valori medi ± SEM di ROS in: (A) MCI (n=36), malattia di Alzheimer (n=71) e VaD (n=28) 

confrontati con controlli (n=44).  

 

In un altro studio condotto su 20 pazienti con malattia di Alzheimer e 23              

controlli anziani sani, il focus è stato messo sul dosaggio di           

alfa-tocoferolo, retinolo, MDA (in plasma ed eritrociti), attività        

antiossidante enzimatica eritrocitaria (glutatione perossidasi e Cu-Zn       

superossido dismutasi). La popolazione campione è stata di 20 pazienti          

affetti da malattia di Alzheimer e 23 controlli anziani sani 150 .  
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 Fig. 10 

 
 Fig. 10 - Livelli di antiossidanti eritrocitari e plasmatici e attività antiossidante enzimatica eritrocitaria in 

pazienti affetti da malattia di Alzheimer e controlli. 

 

l’attività enzimatica, la concentrazione di vitamine e i livelli di MDA           

eritrocitari sono risultati analoghi nei due gruppi. Un altro lavoro, analogo           

a questo, ha avuto risultati non significativi 151 .  

Ci sono, poi, altri lavori sullo stress ossidativo periferico/centrale in          

malattia di Alzheimer e/o MCI, tra cui uno studio con 8,12-iso-iPF2α 
dosati            

nelle urine, nel sangue e nel CSF in pazienti con malattia di Alzheimer,             

che correlano con le misure di rallentamento cognitivo e funzionale, con i            

markers di patologia di Alzheimer dosati nel CSF (proteina tau e amiloide)            

e aplotipo APOE 
152 . In uno studio successivo, è stata effettuata la            

misurazione di 8,12-iso-iPF2α -VI in urina, plasma e CSF di pazienti con           
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malattia di Alzheimer, MCI e soggetti anziani cognitivamente integri 
153 .          

Sono stati riscontrati livelli aumentati in tutti i tessuti analizzati nei           

soggetti con malattia di Alzheimer rispetto a quelli con MCI, e di questi             

ultimi rispetto ai controlli. Avendo riscontrato una diretta correlazione tra          

livelli di 8,12-iso- iPF2α-VI nel CSF e nel plasma (e nelle urine), gli autori              

affermano che questo possa essere un valido marker precoce di          

ossidazione centrale e possa, quindi, trovare posto, insieme alla         

misurazione volumetrica dell’ippocampo e al genotipo apoE, nella diagnosi         

precoce di malattia di Alzheimer. Va notato che gli isoprostani nel CSF            

non correlano bene con la gravità della demenza, ma sono aumentati           

significativamente nelle fasi iniziali 
154 . Vanno, inoltre, citati, alcuni studi          

che non hanno rilevato differenze significative nei livelli di MDA su plasma            

ed eritrociti nei pazienti affetti da malattia di Alzheimer, rispetto ai           

controlli 
142,155–157 . Sono, inoltre, presenti studi che non trovano differenze          

nel dosaggio di isoprostanoidi periferici nella malattia di Alzheimer 
158,159 .          

Altri studi si sono concentrati sull’osservazione delle differenze in termini          

di MDA e proteine carbonilate 
160 , oppure sul danno ossidativo su DNA in             

leucociti periferici 161 .  

Ci sono poi diversi studi di confronto tra stress ossidativo centrale in            

malattia di Alzheimer e MCI. Uno studio longitudinale su pazienti affetti da            

MCI e malattia di Alzheimer, studiati prima e dopo il decesso, ha            

osservato un incremento di F2-IsoP in alcune aree cerebrali nei soggetti           

affetti da MCI e malattia di Alzheimer ma non nei controlli. Nessuna            

differenza sensibile è stata rilevata tra MCI e malattia di Alzheimer, salvo            

l’incremento di F4-NP nell’ippocampo dei pazienti con malattia di         

Alzheimer 
162 . Uno studio autoptico condotto su 7 soggetti con MCI, 6            

pazienti affetti da malattia di Alzheimer e 7 controlli sani, omologhi per            

età, valutati i markers di lipoperossidazione (HNE e acroleina), ha rilevato           

un aumento significativo di questi, nei soggetti con MCI e nei pazienti            

affetti da malattia di Alzheimer rispetto ai controlli 
163 . In un altro lavoro             

di confronto tra malattia di Alzheimer e 10 controlli affetti da MCI, sono             

stati riscontrato elevati livelli di proteine carbonilate, MDA, e TBARs. Nella           
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discussione, gli autori affermano che:”I lavori precedentemente pubblicati        

si sono limitati alle forme precoci e avanzate di malattia di Alzheimer,            

sottostimando probabilmente il livello di danno ossidativo che si sviluppa          

con la progressione della malattia”
164 . Ci sono, in fine, una serie di studi             

che dimostrano come la deposizione di Aβ induca perossidazione lipidica          
87,165–168 .  

6 - TRASPONIBILITA` A LIVELLO CENTRALE      

DI RISULTATI PERIFERICI 

Nella malattia di Alzheimer, e più in generale in tutte le malattie            

neurodegenerative, la ricerca di biomarkers periferici o l’esplorazione di         

meccanismi fisiopatologici attraverso di essi, solleva domande legate alla         

presenza della barriera ematoencefalica (BEE), una struttura complessa e         

specializzata nel filtrare in modo altamente selettivo le sostanze in grado           

di attraversarla, schermando in ultima analisi il sistema nervoso centrale          

dalla circolazione sistemica. 
169

Diversi studi dimostrano che lo stress          

ossidativo a livello encefalico e la malattia di Alzheimer sono in grado di             

alterare la permeabilità della BEE.170–173 Anche ammettendo la         

permeabilità della BEE, i markers di stress ossidativo originati a livello           

centrale si diluirebbero nel sangue dove una miriade di altri fattori           

contribuirebbero allo squilibrio tra produzione e rimozione di ossidanti.  

I lavori sintetizzati nella precedente sezione suggeriscono che le anomalie          

legate all’età, che interessano i processi ossidativi, riguardino tanto il          

sistema nervoso centrale quanto altri tessuti, comprese le cellule del          

sangue. Gli eritrociti sono stati utilizzati spesso come “reporter passivo”          

dello stato ossidativo di tutto l’organismo sebbene non siano ancora stati           

compiutamente studiati nella malattia di Alzheimer e nell’invecchiamento        

in generale. 
174,175 In condizioni fisiologiche, i globuli rossi, nei loro 120            

giorni di vita, esercitano l’importante ruolo di scavenger circolanti essendo          

equipaggiati con antiossidanti non-enzimatici (come ad esempio       
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glutatione, tioredossina, acido ascorbico e vitamina E). Inoltre, rispetto ad          

altri tipi di cellule, i globuli rossi mostrano elevata attività degli enzimi            

antiossidanti, tra cui la SOD, sistema tioredossina reduttasi /         

perossiredossina, catalasi, GPx, GR, ossidoreduttasi di membrana       

plasmatica per ridurre ossidanti extracellulari ed il sistema metemoglobina         

reduttasi / NADH / glicolisi per mantenere emoglobina in forma          

Fe
2+ -attiva. 176 

Le ROS normalmente agiscono attivando il metabolismo fisiologico dei         

globuli rossi e, in tal modo, questi possono agire riducendo lo stress            

ossidativo di altre cellule.  

Date le sue attività di distribuzione e trasporto in tutti i distretti            

dell’organismo, l’eritrocita può essere un eccellente reporter anche del         

contenuto di acidi grassi nelle membrane dei tessuti, in particolare di           

quelli non facilmente esplorabili come quello nervoso. 177 

 

 

7 - OBIETTIVI 

La revisione sistematica presentata dimostra come elevati indici di stress          

ossidativo siano stati più volte riscontrati nelle patologie        

neurodegenerative (e nell’Alzheimer in particolare) sia a livello centrale,         

grazie a studi autoptici o su liquor cefalorachidiano, sia su tessuti           

periferici. 

In particolare, uno dei dati più consistenti presenti in letteratura è           

l’aumento della MDA, sia nel plasma, sia negli eritrociti ed in altre cellule             

ematiche di soggetti affetti da malattia di Alzheimer ed altre patologie           

neurodegenerative. 

Studi recenti hanno inoltre mostrato che i pazienti affetti da MCI           

presentano livelli di MDA intermedi rispetto a soggetti anziani sani e           

soggetti affetti da malattia di Alzheimer. Questo può suggerire che          

l’elevata perossidazione lipidica e la diminuzione delle difese antiossidanti         
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possano manifestarsi precocemente nella storia naturale di malattia di         

Alzheimer. La breve emivita della MDA nel plasma umano fa          

ragionevolmente ritenere che i suoi livelli possano riflettere il grado di           

perossidazione “istantaneo” sia nel plasma che nella membrana cellulare         

eritrocitaria. In uno studio pilota, non pubblicato, condotto dal Prof. Ettore           

Bergamini dell’Università di Pisa, le membrane purificate di eritrociti         

(“ghosts”) di pazienti affetti da malattia di Alzheimer mostravano         

aumentata suscettibilità ex vivo alla perossidazione lipidica [(la        

produzione di MDA per unità di ghosts eritrocitari era significativamente          

più elevata (+30%, P<0.01) in globuli rossi provenienti da pazienti affetti           

da malattia di Alzheimer rispetto a controlli omologhi per età (1.76 ± 0.05             

vs 1.32 ± 0.08 mµmol/ g/ min)]. 

Gli studi già presenti in letteratura, che abbiano valutato la suscettibilità           

alla perossidazione lipidica degli eritrociti prelevati da soggetti anziani o          

affetti da malattia di Alzheimer, si sono serviti di mezzi chimici per indurre             

stress ossidativo, in genere su eritrociti interi. 

L’induzione di stress ossidativo mediante raggi ultravioletti è un metodo          

alternativo che presenta il vantaggio,rispetto ai mezzi chimici, di essere          

interamente controllabile, potendo produrre i suoi effetti solo durante         

l’irraggiamento. Inoltre l’utilizzo di membrane eritrocitarie isolate       

consente una maggiore specificità nella valutazione della MDA prodotta e          

permette di impiegare una quantità di sangue inferiore rispetto agli altri           

metodi attualmente in uso. Lo studio si propone di indagare l’alterazione           

dei meccanismi antiossidanti di membrana in pazienti affetti da malattia di           

Alzheimer e soggetti non dementi, mediante una metodica originale per lo           

studio in vitro del danneggiamento delle membrane eritrocitarie,        

sottoposte a foto-ossidazione tramite raggi ultravioletti. 
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8 - DISEGNO, MATERIALI E METODI 

Studio osservazionale descrittivo, trasversale, monocentrico. Una volta       

ottenuto il consenso da parte del paziente, o del caregiver, sono stati            

eseguiti: 

- Raccolta anamnesi ed esame obiettivo completi. 

- Valutazione dello stato cognitivo tramite Mini Mental Status Exam         

(MMSE). 

- Dosaggio della MDA in seguito a fotossidazione tramite        

irraggiamento UV-B (metodica descritta più avanti). 

- Caratterizzazione degli acidi grassi di membrana (metodica descritta        

più avanti).  

 

8.1 - Popolazione 

I pazienti sono stati selezionati in base ai criteri di eleggibilità nell’ambito            

delle visite ambulatoriali dell’area di Neurologia del Policlinico        

Universitario Campus Bio-Medico. In tale occasione, il ricercatore ha         

proposto al paziente, od al suo rappresentante legale, la partecipazione          

allo studio, consegnando il consenso informato e spiegando in linguaggio          

non tecnico, in cosa consistesse la ricerca, quali parametri sarebbero stati           

valutati ed a quale scopo.  

La partecipazione si è svolta su base totalmente volontaria e gratuita.           

Come controlli per i valori di MDA e per l’analisi lipidomica sono stati             

utilizzati i dati provenienti da soggetti non affetti da declino cognitivo,           

reclutati precedentemente nell’ambito di studi passati, presso l’Università        

Campus Bio-Medico ed il CNR di Bologna.  
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8.2 Criteri di inclusione 

L’inclusione nello studio ha riguardato soggetti di entrambi i sessi, di età            

superiore ai 50 anni. Sono stati reclutati pazienti con diagnosi clinica           

possibile o probabile di malattia di Alzheimer, in accordo con i criteri            

NINCDS-ADRDA e le raccomandazioni emanate dal National Institute on         

Aging. 178,179 

I pazienti dovevano esser stati sottoposti ad imaging cerebrale nei          

precedenti 12 mesi che escludesse altre potenziali cause di demenza,          

patologie cerebrovascolari, anomalie anatomiche congenite o acquisite e        

malattie demielinizzanti.  

8.3 Criteri di esclusione 

I soggetti che presentassero almeno una delle seguenti caratteristiche,         

non sono stati inclusi nello studio: 

 

● Anamnesi recente di neoplasia (< 1 anno). 

● Deficit di vitamina B12, sierologia positiva per sifilide,        

alterazioni della funzionalità tiroidea ritenute significative dal       

clinico esaminante. 

● Utilizzo di integratori alimentari contenenti vitamine, minerali       

e/o oligoelementi 

● Diagnosi di malnutrizione (sulla base dell’indice di massa        

corporea e di alterazioni della protidemia). 

● Pazienti affetti da malattia infiammatoria cronica (es. artrite        

reumatoide)e altre patologie in fase acuta. 

● Pazienti affetti da sindrome metabolica o diabete mellito. 

● Soggetti in trattamento con terapia ormonale sostitutiva. 

● Soggetti fumatori attuali o recenti (ovvero non fumatori da         

meno di un anno). 
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8.4 - Dosaggio della MDA prodotta dalle membrane        

eritrocitarie sottoposte a foto-ossidazione 

Il prelievo dei campioni di sangue dei pazienti è stato fatto presso            

l’ambulatorio di Neurologia del Policlinico Universitario Campus Bio-Medico        

di Roma. Come controllo per il dosaggio della MDA sono stati utilizzati i             

dati provenienti da controlli sani, disponibili presso il laboratorio di          

Scienze Biochimiche dell’Università Campus Bio-Medico.  

Il sangue venoso è stato ottenuto tremite prelievo venoso e tenuto nelle            

provette contenenti K2EDTA (BD Vacutainer®), anticoagulante utilizzato       

per evitare interferenze nell'esecuzione degli esami richiesti e per         

conservare al meglio la morfologia degli elementi cellulari per le indagini           

ematologiche. Il campione è stato mantenuto in ghiaccio. 

La preparazione delle membrane eritrocitarie prevede in prima istanza         

una centrifugazione a 800 giri/min per 20 minuti a 4° C, per separare le              

componenti del sangue secondo il loro peso. 

Dopo la centrifugazione sono stati recuperati dal fondo della fiala 500 µL            

di eritrociti impaccati, e sono stati aggiunti in una Falcon da 15 mL             

contente 8,5 mL di acqua distillata, che era stata posta precedentemente           

in ghiaccio. 

Il campione è stato mantenuto in ghiaccio per 20 minuti per ottenere la             

completa lisi ipotonica degli eritrociti. 

Terminato il tempo è stato aggiunto al campione 1 mL di soluzione 2 M di               

KCl per aumentare la solubilità dell’emoglobina e facilitare il successivo          

lavaggio delle membrane, e la miscela è stata incubata per altri 5 minuti. 

Precedentemente sono stati preparati i filtri, 0.2 μm di acetato di           

cellulosa, ponendoli in una piastra con 4 mL di soluzione fisiologica (0.9%            

NaCl). 

È stato prelevato 1mL di emolizzato ed è stato sospeso al centro del filtro              

a membrana, successivamente è stato filtrato e lo strato sottile di           
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membrane eritrocitarie è stato risciacquato con 2000 µL soluzione         

fisiologica, fino ad eliminare l’emoglobina, ottenendo membrane incolori. 

Il filtro è stato infine asciugato sotto vuoto e riposto nella piastra di Petri              

da 5 cm contenenti 4 ml di soluzione fisiologica ed è stato posto al buio. 

Le piastre di Petri, contenenti i filtri con lo strato di membrane            

eritrocitarie, sono state poste sotto sorgente UV - B e irradiate senza            

coperchio superiore, per 40 minuti. 

Per l’irradiazione è stata utilizzata una lampada contenente 313 tubi          

fluorescenti che emettono uno spettro continuo tra 280 e 320 nm. 

Tutte le analisi sono state effettuate in triplicato e per ogni campione è             

stato fatto un controllo negativo, che non è stato posto sotto irradiazione,            

che successivamente è stato sottratto ai valori ottenuti dai campioni posti           

sotto la lampada UV-B. 

Alla fine del tempo di irraggiamento, sono stati prelevati 200 μL di            

soluzione da ciascuna piastra di Petri e sono stati posti in una Eppendorf             

da 2 mL. 

Per la determinazione della concentrazione di MDA, prodotta in seguito a           

perossidazione dei lipidi di membrana eritrocitaria provocata       

dall’irradiazione ultravioletta, è stato utilizzato il dosaggio del acido         

tiobarbiturico (TBA), andando ad aggiungere ai 200 μL di soluzione lo           

stesso volume di TBA, 0,67 % (p/v) e scaldando la miscela a            

90°centigradi per 40 minuti. 

Quindi la soluzione è stata raffreddata ed immediatamente analizzata. 

È stata fatta una determinazione spettrofluorimetrica dei TBARS        

(Thiobarbituric acid reactive substances), prodotti della reazione del TBA         

con MDA e altre sostanze acido tiobarbiturico-reattive, eseguita sullo         

strumento Infinite 200 PRO (Tecan, Männedorf, CH). 

Su una piastra è stato caricato un volume di 200 μL di campione per              

pozzetto. 

La fluorescenza è stata rilevata regolando le lunghezze d'onda di          

eccitazione ed emissione a 515 nm e 550 nm, rispettivamente. Una curva            

di calibrazione standard MDA è stata costruita utilizzando la una soluzione           
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stock di 500 μM. Le soluzioni di lavoro MDA sono state preparate diluendo             

soluzione madre in acqua ottenendo concentrazioni che vanno da 0,1 a 10            

μM. 

La curva di calibrazione MDA è stata costruita tenendo conto 

dell’intervallo di concentrazione MDA di 0,01-1 μM. 

 

8.5 - Caratterizzazione degli acidi grassi di membrana 

La caratterizzazione della composizione lipidica della membrana       

eritrocitaria è stata condotta presso il laboratorio di lipidomica della          

Lipinutragen, un’azienda spin-off nata nel CNR di Bologna. E’stata da          

principio eseguita la separazione della membrana eritrocitaria a partire da          

1 mL di sangue intero centrifugato a 2000g per 5 minuti per separare il              

plasma, poi ricentrifugato a 4000g a 4 gradi per cinque minuti per            

ottenere una stratificazione cellulare in base alla densità. Lo strato          

inferiore (2.5 mm dal fondo della provetta) contiene cellule eritrocitarie.          

Di queste è stata selezionata una specifica frazione che consiste in cellule            

con diametro piu’ piccolo di circa il 10% rispetto alla popolazione media            

degli eritrociti non selezionati. Il diametro è stato misurato tramite uno           

ScepterTM 2.0 Cell Counter (Millipore, Milan, Italy). Vengono        

successivamente eseguiti lavaggi delle cellule, lisi e separazione delle         

membrane, nonche’ l’estrazione dei fosfolipidi di membrana. L’analisi TLC         

(Thin Layer Cromatography) permette di verificare la presenza di         

fosfolipidi nell’estratto. Infine, viene eseguita la reazione di        

transesterificazione con una soluzione 0.5 M di KOH/Me per 10 minuti a            

temperatura ambiente per ottenere gli esteri metilici di acidi grassi (FAME           

- fatty acid methyl esters) e la loro finale estrazione utilizzando n-esano            

come solvente di estrazione. La fase di esano è stata raccolta e asciugata             

con Na2 SO4 anidra. Dopo la filtrazione, il solvente è stato eliminato per            

evaporazione utilizzando un evaporatore a rotazione e il sottile film bianco           

di FAME è stato successivamente disciolto in un piccolo volume di           
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n-esano. Approssimativamente 1 mL di questa soluzione è stata iniettata          

nel gascromatografo con rilevatore a ionizzazione di fiamma e una          

colonna capillare Rtx-2330 (90% biscyanopropyl-10% phenylcyanopropyl      

polysiloxane; 60 m, 0.25 mm i.d., 0.20 mm di spessore del film) utilizzato             

per l’analisi. La temperatura è stata mantenuta a 165° per i primi 3             

minuti e successivamente incrementata di 1°C/min fino a 195°C. Questa          

temperatura è stata mantenuta per 40 minuti e poi è stato eseguito un             

ulteriore incremento di 10°C/min fino alla temperatura di 250°C che è           

stata mantenuta per 5 minuti. Come gas vettore è stato utilizzato elio,            

mantenuto a una pressione costante di 29 psi. I metil esteri sono stati             

identificati per confronto coi tempi di ritenzione degli standard disponibili          

in commercio.  

I valori ottenuti dai campioni biologici sono espressi come percentuale          

relativa di ciascun acido grasso sul totale degli acidi grassi considerati (%            

rel). L’analisi lipidomica valuta gli acidi grassi più significativi presenti          

nella membrana eritrocitaria, e li pone pari a 100.  
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Tabella 1 (esempio di referto di analisi lipidomica) 
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8.6 - VALUTAZIONE DELLO STATO COGNITIVO 

Il Mini Mental State Examination (MMSE), sviluppato da Folstein nel 1975           
180 è attualmente lo strumento più utilizzato, a livello mondiale, per lo            

screening generale delle funzioni cognitive e per quello relativo al          

decadimento cognitivo (valutazione trasversale) nel singolo individuo,       

oltre che per seguire un paziente nel tempo (valutazione longitudinale). 

Il MMSE è utilizzato sia come strumento di screening che per monitorare            

la progressione nei soggetti con demenza. 

Il test è costituito da trenta item (domande), in parte verbali e in parte di               

performance che fanno riferimento a sette aree cognitive differenti: 

 

1. orientamento nel tempo 

2. orientamento nello spazio 

3. registrazione di parole 

4. attenzione e calcolo 

5. rievocazione 

6. linguaggio 

7. prassia costruttiva 

 

Il punteggio totale è compreso tra un minimo di 0 ed un massimo di 30               

punti. 

Un punteggio uguale o inferiore a 18 è indice di una grave            

compromissione delle abilità cognitive; un punteggio compreso tra 18 e          

24 è indice di una compromissione da moderata a lieve, un punteggio pari             

a 25 è considerato borderline, da 26 a 30 è indice di normalità cognitiva. 
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Tabella 2 

PUNTEGGIO MMSE 

≤ 18 grave compromissione 

18 - 24 moderata - lieve 

25 borderline 

26 - 30 nessuna compromissione 

 

Le indicazioni sono comunque orientative, essendo presenti dei fattori di          

taratura legati all'età ed alla scolarità del soggetto. 

Il MMSE è uno strumento di screening per separare i pazienti con declino             

cognitivo privi di alcuna compromissione. 

Inoltre, quando usato ripetutamente lo strumento è in grado di misurare           

quelle variazioni dello stato cognitivo che possano beneficiare di un          

intervento. Tuttavia, lo strumento non è in grado di diagnosticare il caso            

di cambiamenti nella funzione cognitiva e non deve sostituire una          

valutazione clinica completa di stato mentale. 

Inoltre, lo strumento dipende fortemente dalla risposta verbale, dalla         

lettura e dalla scrittura. 

Dunque, pazienti che non vedenti, intubati, che hanno una bassa          

alfabetizzazione, o quelli che presentano altri disturbi della comunicazione         

possono svolgere male il test anche quando non hanno una          

compromissione cognitiva. 
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9 - RISULTATI 

9.1 Analisi descrittiva 

 

E' stato raccolto un campione di 15 pazienti affetti da malattia di            

Alzheimer, composto da 6 donne (40%) e 9 uomini. L’età media era di             

74.8 ± 4.9 anni.  

Le principali comorbidità erano:  

Patologie cardiovascolari 33%; Allergie 13%; Dislipidemia 10%; Patologie        

apparato respiratorio 0.6%. Dai valori di MMSE (Mini-Mental State         

Examination) si nota che in media la compromissione delle abilità          

cognitive era di grado moderato lieve: si è ottenuto infatti un valore di             

22.6 ± 4,8; il range di normalità è posto tra 26 e 30.  

9.2 - Dosaggio della MDA 

La media della concentrazione di MDA prodotta dalle membrane         

eritrocitarie sottoposte a fotossidazione ex vivo, è risultata, nei pazienti          

affetti da malattia di Alzheimer di 0.35 µM ± 0.12.  

Si è voluto verificare se vi fossero differenze statisticamente significative          

tra i valori di MDA, nei soggetti affetti da malattia di Alzheimer, e 28              

controlli sani, non affetti da malattia neurodegenerativa, i cui dati relativi           

al saggio della MDA in seguito a fotossidazione erano disponibili da           

precedenti studi eseguiti presso lo stesso laboratorio, con la medesima          

metodica sopra descritta. La significatività è stata valutata utilizzando le          

seguenti soglie di livello di errore di primo tipo: debole (0.10-0.05),           

significativa (0.05-0.01), forte (< 0.01). Nel gruppo di controllo la          

concentrazione media di MDA prodotta dalle membrane eritrocitarie        
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sottoposte a fotossidazione ex vivo è risultata di 0.56 µM ± 0.13. Il t test               

ha mostrato che i gruppi sono statisticamente differenti in media (P value            

< 0.001) poichè il gruppo di pazienti ha mostrato un dosaggio inferiore            

rispetto ai controlli.  

 

9.3 - Analisi lipidomica: caratterizzazione degli acidi       

grassi di membrana eritrocitaria 

E’ stata eseguita l’analisi della composizione lipidica delle membrane         

eritrocitarie dei soggetti affetti da malattia di Alzheimer. Ciascun acido          

grasso è stato espresso come percentuale relativa sul totale degli acidi           

grassi considerati (% rel).  

Si è voluto quindi verificare se vi fossero differenze statisticamente          

significative tra i valori dei diversi acidi grassi nei soggetti affetti da            

malattia di Alzheimer e un gruppo di 54 soggetti di controllo non affetti da              

patologia neurodegenerativa, composto da 40 femmine (74%) e 14         

maschi. L’età media era di 66 ± 10.7 anni. La significatività è stata             

valutata utilizzando le seguenti soglie di livello di errore di primo tipo:            

debole (0.10-0.05), significativa (0.05-0.01), forte (< 0.01).  

9.3.1 - ACIDO PALMITICO (16:0) 

La percentuale relativa di acido palmitico sul totale degli acidi grassi           

considerati (% rel) è risultata nei pazienti affetti da malattia di Alzheimer            

pari a 24 ± 1.3 mentre nel gruppo di controllo è risultata di 27 ± 2.6. Il t                  

test ha mostrato che i gruppi sono statisticamente differenti in media (P            

value <0.001) poichè il gruppo di pazienti ha mostrato un percentuale           

relativa di acido palmitico inferiore rispetto ai controlli.  
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9.3.2 - ACIDO STEARICO (18:0) 

La percentuale relativa di acido stearico sul totale degli acidi grassi           

considerati (% rel) è risultata nei pazienti affetti da malattia di Alzheimer            

pari a 18 ± 1.3 mentre nel gruppo di controllo è risultata di 17 ± 1.5. Il                 

t.test mostra che le differenze tra i gruppi non sono statisticamente           

significative. 

9.3.3 - ACIDO PALMITOLEICO (16:1Δ9) 

La percentuale relativa di acido palmitoleico sul totale degli acidi grassi           

considerati (% rel) è risultata nei pazienti affetti da malattia di Alzheimer            

pari a 0.45 ± 0.12 mentre nel gruppo di controllo è risultata di 0.40 ±               

0.13. Il t.test mostra che le differenze tra i gruppi non sono            

statisticamente significative. 

9.3.4 - ACIDO OLEICO (18:1Δ9) 

La percentuale relativa di acido oleico sul totale degli acidi grassi           

considerati (% rel) è risultata nei pazienti affetti da malattia di Alzheimer            

pari a 18 ± 1.4 mentre nel gruppo di controllo è risultata di 18 ± 1.8. Il                 

t.test mostra che le differenze tra i gruppi non sono statisticamente           

significative. 

9.3.5 - ACIDO VACCENICO (18:1Δ11) 

La percentuale relativa di acido vaccenico sul totale degli acidi grassi           

considerati (% rel) è risultata nei pazienti affetti da malattia di Alzheimer            

pari a 1.6 ± 0.21 mentre nel gruppo di controllo è risultata di 1.5 ± 0.32.                

Il t.test mostra che le differenze tra i gruppi non sono statisticamente            

significative. 
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9.3.6 - ACIDO LINOLEICO (18:2-Δ9,12) 

La percentuale relativa di acido linoleico sul totale degli acidi grassi           

considerati (% rel) è risultata nei pazienti affetti da malattia di Alzheimer            

pari a 11 ± 2 mentre nel gruppo di controllo è risultata di 11 ± 1.4. Il                 

t.test mostra che le differenze tra i gruppi non sono statisticamente           

significative. 

9.3.7 - ACIDO DIOMO-γ-LINOLENICO (DGLA; 20:3) 

La percentuale relativa di acido diomo-γ-linolenico sul totale degli acidi          

grassi considerati (% rel) è risultata nei pazienti affetti da malattia di            

Alzheimer pari a 2.2 ± 0.35 mentre nel gruppo di controllo è risultata di              

1.9 ± 0.42. Il t test ha mostrato che i gruppi sono statisticamente             

differenti in media (P value <0.001 poichè il gruppo di pazienti ha            

mostrato un percentuale relativa di diomo-γ-linolenico superiore rispetto        

ai controlli.  

9.3.8 - ACIDO ARACHIDONICO (AA; 20:4) 

La percentuale relativa di acido arachidonico sul totale degli acidi grassi           

considerati (% rel) è risultata nei pazienti affetti da malattia di Alzheimer            

pari a 19 ± 2.1 mentre nel gruppo di controllo è risultata di 16 ± 2.2. Il t                  

test ha mostrato che i gruppi sono statisticamente differenti in media (P            

value <0.001 poichè il gruppo di pazienti ha mostrato un percentuale           

relativa di acido arachidonico superiore rispetto ai controlli.  

9.3.9 - ACIDO EICOSAPENTAENOICO (EPA; 20:5) 

La percentuale relativa di EPA sul totale degli acidi grassi considerati (%            

rel) è risultata nei pazienti affetti da malattia di Alzheimer pari a 0.93 ±              

0.5 mentre nel gruppo di controllo è risultata di 0.93 ± 0.59. Il t.test              

mostra che le differenze tra i gruppi non sono statisticamente          

significative. 
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9.3.10 - ACIDO DOCOSAESAENOICO (DHA; 22:6) 

La percentuale relativa di DHA sul totale degli acidi grassi considerati (%            

rel) è risultata nei pazienti affetti da malattia di Alzheimer pari a 5.4 ± 1.3               

mentre nel gruppo di controllo è risultata di 5.6 ± 1.4. Il t.test mostra che               

le differenze tra i gruppi non sono statisticamente significative. 

 

9.3.11 - ACIDI GRASSI TRANS (trans-18:1 - acido elaidico) 

La percentuale relativa di acidi trans sul totale degli acidi grassi           

considerati (% rel) è risultata nei pazienti affetti da malattia di Alzheimer            

pari a 0.12 ± 0.06 mentre nel gruppo di controllo è risultata di 0.12 ±               

0.07 Il t.test mostra che le differenze tra i gruppi non sono            

statisticamente significative. 

10 - DISCUSSIONE 

Questa ricerca è partita da un dato ottenuto in uno studio pilota: nella             

malattia di Alzheimer sono presenti segni di aumentata suscettibilità delle          

membrane eritrocitarie allo stress fotossidativo. Tale osservazione       

risultava coerente con la letteratura disponibile che mostra un generale          

aumento dei livelli di stress ossidativo, reperibili sia a livello centrale sia in             

periferia. 

I risultati ottenuti nel presente lavoro, tuttavia, hanno mostrato nei          

pazienti affetti da Alzheimer, una produzione di MDA da parte delle           

membrane eritrocitarie, inferiore rispetto ai controlli, suggerendo così una         

suscettibilità minore al danno ossidativo. Questo dato, opposto a quello          

atteso, può avere varie spiegazioni.  

Tutti i pazienti inclusi nello studio erano sotto trattamento con inibitori           

dell’acetilcolinesterasi o del recettore per l’NMDA (n-metil-D-aspartato).       

Pochissimi studi clinici disponibili in letteratura si sono occupati della          
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influenza di questi farmaci sul bilancio ossidativo nei pazienti affetti da           

malattia di Alzheimer. Uno studio recente ha mostrato che un          

trattamento di 6 mesi con memantina era in grado di ridurre la velocità di              

ossidazione dei lipidi plasmatici, nei pazienti affetti da malattia di          

Alzheimer. 181 

La tipizzazione degli acidi grassi di membrana ci ha consentito di           

escludere che la differenza osservata possa essere attribuibile a differenze          

nella composizione dei PUFA, da cui la MDA potrebbe derivare dopo           

foto-ossidazione (serie omega-3 e omega-6). In più, il dato relativo all’AA           

(incrementato nel gruppo con malattia) dovrebbe addirittura implicare        

una maggiore suscettibilità al danno ossidativo proprio per maggiore         

disponibilità di substrato ossidativo (sebbene una recente revisione        

sistematica riporti che l’aumento dell’introito di PUFA alimentari, pur         

aumentando la quota di lipidi di membrana suscettibili al danno          

ossidativo, non comporti in realtà un aumento della lipoperossidazione).         
182 

Esistono prove in letteratura di cambiamenti adattativi in risposta         

all’aumentato stress ossidativo presente nella malattia. Queste prove        

riguardano principalmente l’aumento di sistemi riparativi e antiossidanti        

riscontrati sia in alcune aree cerebrali.183 

L’acido palmitico è risultato inferiore nei malati rispetto ai controlli. In           

letteratura è descritto il ritrovamento di elevate percentuali di acido          

palmitico nei grovigli neurofibrillari.184 Inoltre, in modelli sperimentali,        

astrociti trattati con l’acido palmitico è in grado di provocare upregulation           

di BACE1 con conseguente aumento del processamento amiloidogenico        

della APP. 184,185  

DGLA e AA sono risultati aumentati nel campione di pazienti affetti da            

malattia di Alzheimer. La pista Omega-6 prevede innanzitutto la         

formazione di acido γ linolenico (GLA; 6c,9c,12c-C18:3) per azione         

dell’enzima delta-6 desaturasi. Successivamente si ha l’intervento       

dell’elongasi che porta alla sintesi di DGLA e da questo, tramite delta-5            

desaturasi, viene aggiunto un quarto doppio legame, con formazione di          
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AA. Osservando quindi la pista Omega-6 non stupisce l’incremento di AA,           

che deriva come detto dalla conversione del DGLA per azione della delta            

5-desaturasi. Di maggiore interesse è l’incremento del DGLA che potrebbe          

dipendere da un aumento di attività dell’enzima delta-6 desaturasi +          

elongasi. Tale dato è in apparente contraddizione con la nota (e più volte             

descritta) riduzione di attività della delta-6 desaturasi nell’invecchiamento        

(tanto da essere stata indicata come marker di invecchiamento) e nelle           

patologie neurodegenerative in particolare. 186–188 

E’interessante notare che il DGLA esercita un’azione inibente sulla PLA2 e           

determina un blocco della cascata dell’acido arachidonico con effetto         

antinfiammatorio. Nella malattia di Alzheimer i prodotti della PLA2 e i loro            

metaboliti sono stati associati a diversi aspetti patogenetici rilevanti. In          

studi post mortem è stato osservato un aumento della immunoreattività          

della PLA2 citosolica nei soggetti affetti da malattia di Alzheimer. 189  

La PLA2 citosolica è stata anche identificata come un mediatore chiave           

nella morte neuronale indotta dagli oligomeri di Aβ, agendo in una cascata            

che coinvolge la formazione di specie reattive dell'ossigeno, fino         

all'attivazione di un pathway sfingomielinasi-ceramide che innesca       

l'apoptosi.190 In un modello sperimentale murino (‘J20’) in cui si osserva           

una produzione sensibilmente aumentata di Aβ, è stato osservato un          

incremento di AA e dei suoi metaboliti, in particolare a livello           

dell’ippocampo. Tali esperimenti hanno permesso poi di identificare una         

specifica isoforma di PLA2 (GIVA) che è iperespressa a livello cerebrale e            

iperattivata nella malattia di Alzheimer.191 L’ablazione genetica di GIVA         

permette, sempre nel modello J20, un sensibile miglioramento cognitivo,         

nonostante mantenga un’alta produzione di Aβ.192  
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11 - CONCLUSIONI 

I dati ottenuti sembrano deporre per una alterazione in senso protettivo           

dell’apparato antiossidante e della composizione di membrana       

eritrocitaria. Tale dato andrà innanzitutto confermato con l’ampliamento        

del campione di soggetti affetti da malattia di Alzheimer e con il            

reclutamento di un gruppo di soggetti di controllo opportunamente         

omologato per età e sesso.  

Sarà inoltre utile valutare l’effetto della progressione della malattia sui          

marker considerati.  
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ALLEGATI - TABELLE E FIGURE 

 

Tabella 3 

 

 ALZ CONTROLLI  

 MEDIA ±SD MEDIA ±SD P VALUE 

MDA§ 0.35 0.12 0.56 0.13 <0.001* 

ACIDO PALMITICO 24 1.3 27 2.6 <0.001* 

DGLA 2.2 0.35 1.9 0.42 <0.001* 

ACIDO ARACHIDONICO 19 2.1 16 2.2 <0.001* 

ACIDO STEARICO 18 1.3 17 1.5 0.16 

ACIDO PALMITOLEICO 0.45 0.12 0.4 0.13 0.22 

ACIDO OLEICO 18 1.4 18 1.8 0.21 

ACIDO VACCENICO 1.6 0.21 1.5 0.32 0.6 

ACIDO LINOLEICO 11 2 11 1.4 0.24 

EPA 0.93 0.5 0.93 0.59 0.99 

DHA 5.4 1.3 5.6 1.4 0.76 

TRANS 0.12 0.06 0.12 0.07 0.93 

 

Osservazioni su AD (n=15) e controlli (n=54). §MDA su campione malattia di Alzheimer (n=15) e controlli                

(n=28). 
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