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Composti fenolici

Come la maggior parte dei metaboliti
secondari, anche i composti fenolici consistono OH
In un ampio gruppo di molecole altamente
eterogeneo (la classe piu rappresentata e

quella dei fenilpropanoidi =
fenolo + derivato del propano, vedi dopo)

L_a loro caratteristica comune € la
presenza di almeno un sostituente
—OH su un anello benzenico.




Differenza fra fenolo e polifenolo:

POLYPHENOLE




CARATTERISTICHE COMUNI ai fenoli

1) SOLUBILITA’

Sono generalmente solubili in acqua e la loro solubilita aumenta in base
al numero di —OH presenti...

11) ACIDITA’

| composti fenolici sono acidi in quanto il gruppo
—OH puo dissociare.

Perché?
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In pratica...

Solubility of Phenol

Phenol

* is soluble in water.

* has a hydroxyl group that ionizes slightly (weak acid).
* is corrosive and irritating to skin.
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111) ASSORBIMENTO

Sono caratterizzati da un forte picco di assorbimento
nell’UV(quelli colorati, ovviamente, assorbono molto anche nel
visibile).
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V) REATTIVITA’

Sono composti piuttosto reattivi (possibilita di legame idrogeno,
facilita di sostituzioni varie), formano complessi con i metalli, sono
facilmente ossidabili e formano polimeri (aggregati brunt).
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Le Reazioni dei Fenoli: La Sostituzione Elettrofila Aromatica
L’ossidrile attiva 1’anello

Nitrazione

Solfonazione



Attivazione dell’anello da parte dell’ossidrile: | fenoli sono buoni nucleofili!!!
Sull’anello vi puo essere un doppietto di non legame che puo essere attaccato da
un elettrofilo.
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Reattivita ed ossidazione

| FENOLI SI OSSIDANO CON

FACILITA. Forma ridotta Forma ossidata
« CAMPIONI DI FENOLI CHE OH 0
RESTANO ESPOSTIALL'ARIA, COL

TEMPO DIVENTANO MOLTO

SCURI. >
* NEL CASO DELL'IDROCHINONE
(1,4-DIIDROSSIBENZENE) LA OH (@)
REAZIONE PUO ESSERE idrochinone benzochinone
FACILMENTE CONTROLLATA PER incolore, p.f. 171 °C giallo, p.f. 116 °C
OTTENERE

FENOLO CHINONE

1,4-BENZOCHINONE (DETTO
COMUNEMENTE CHINONE)
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OSSIDAZIONE:

Da fenoli a chinoni.

|
possono polimerizzare
L’ossidazione ¢ spontanea in

presenza di O,.... Ma in vivo e
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la deterrenza, i chinoni sono amari % O ‘
ed astringenti) che lavora solo in OH oK Y
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presenza di ossigeno!!!! Quindi
molto di piu in seguito a danno
tissutale

addizione di Michael

Un primo ruolo dei fenoli: la olimerizzazione ossidativa dei polifenoli.

deterrenza alimentare.



I’ossidazione dei fenoli si vede molto bene con I’imbrunimento di alcuni alimenti.

L'imbrunimento enzimatico si verifica quando alimenti ricchi di composti fenolici
come pere, mele, albicocche, pesche, banane, carciofi, etc., vengono tagliati, sbucciati
o frantumati per la preparazione di succhi e conserve, per la congelazione e per la
disidratazione.

La formazione dei chinoni € un evento negativo sia per la conservazione, sia per le
caratteristiche organolettiche, tranne poche eccezioni (maturazione dei datteri,
preparazione del sidro, etc.).




Nella frutta e nella verdura i polifenoli sono normalmente presenti
nei vacuoli nelle cellule.

Lesioni meccaniche della superficie dell'ortaggio provocano l'interazione tra la polifenolo
ossidasi (PPO, vedi reazione sotto), presente nel citoplasma, I'ossigeno dell'aria ed i

polifenoli del vacuolo.

.-"-'.ﬁ_-:__ rﬁH
“ r moncphendd [cokaress]
E_.—' '-.____.._:'.'-'
\F‘F‘Di Oy
- H
- - -
[ reee @7 7 —— o
. e - . —_— pyrriars
BT o S -
R ~ 0 rd
Ciprenol (coloness] O L Crcre | AN ackds
oS

|

Riducing Agant



Quindi, dato che mantenerci «ridotti» fa bene, meglio prevenire
Pimbrunimento degli alimenti (ed anche la loro «amarezzay)...
Vedremo che i fenoli sono ottimi antiossidanti...

Come evitare I’ossidazione dei fenoli:

Sbianchire la frutta: Con il termine sbianchire si intende 1’immergere la frutta per
pochi secondi in acqua bollente, denatura I’enzima che catalizza la reazione (e
quindi la sola ossidazione spontanea procede lentamente).

Aggiungere un acido: denatura I’enzima che catalizza la reazione o sposta il pH al
di fuori dell’intervallo entro cui I’enzima funziona. Immergere in acqua acidulata
aggiungendo del succo di limone (15 g di succo di limone per 250 g di acqua)
oppure acido citrico o Vitamina C (1 g di acido citrico o ascorbico per 250 g di
acqua)

Tenere la frutta in acqua ghiacciata: impedisce il contatto con 1’0ssigeno e la
bassa temperatura rallenta la reazione di ossidazione.



Metodi classici vs. Metodi innovativi

Il trattamento termico riduce le caratteristiche nutritive del prodotto, quello «sinteticoy...



Gli additivi sintetici sono inibitori vari della POLIFENOLO OSSIDASI

histidine
chelator: hisorH
HC=N
25X
sulfide H88—_ Hy_\ /CH
bridge ¢
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——--\; i 0
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Nel sito catalitico ci sono due ioni rame!



La PPO ossida il substrato formando acqua, il rame e coinvolto nella catalisi

- The conformation of the
. active site catalyzes a
| specific chemical reaction

polyphenol oxidase

. PPO
2 catechol + 0, > 2 H,0 + 2o0-quinone
CAT

OH 0
OH o

Figuriz 5. Proposed reaction paibway of caechol oxddagse,
based on bipchemical, speciroscopic, and stneciural gaka.

a, Thee patkway for hi: reaction catalyred by calechol oxidase
is shown schematically i ihree sieps: two moleculss of
caiechal (or dervelives thereof) are oxidized. coupbad with the
reduction of molecular caygen 1o water, b-c Tha thnes-
dimansional stirectures for aach of the thres reaction sleps, as
derived from crystallographic analysss, Mote thal the lemary
catechol oxidase—02 2.~CAT complex shawn in () is a
radel, guided by the binding mode chaerved for the inhibior
FTL.

T Klazonds, &, Eguan, J. O, Sacchattin, lnd'.E. Krobe 1998, Cryslal stuctwo of a pianl catechal cotidaso conlaining @ doopoes conlor.
Malury Siructaral Biology §: 1084 - 1000, hilpwww neture, comitramblpermesivila | 2800 -ab U 2RE_ 1084 Simd



Gli additivi sintetici (i conservanti tradizionali!!):

(i) Agenti riducenti che inibiscono la PPO indirettamente riducendo i chinoni a
difenoli (es. ascorbic acid) o legandoli formando composti non colorati (es. sulphur
containing compounds, solfiti e cisteina)

(i1) Agenti acidulanti che inibiscono aspecificatamente abbassando il pH sotto
I’ottimo della PPO (es. citric acid)

(ii1) Agenti complessanti (es. cyclodextrins) con core idrofobico che puo
sequestare 1 fenoli prevenendone 1’ossidazione

(iv) Agenti chelanti che inattivano la PPO legando il rame del suo sito attivo (es
EDTA and oxalic acid)

potential hazards for human health???



Trattamenti alternativi (in genere per meno di 1 ora):
Alta pressione (>700MPa)
Pressione + CO, (circa 30MPa + 8.5 mL CO.,/g sample)

Ultrasuoni (high intensity-low frequency (20-100 kHz) with a power of 10—
1000 W/cm?)

Campi elettrici (electric field pulses of short duration (1-100 ps) and high
intensity (10-50 kV/cm?)

Irraggiamento UV (fotossidazione a 7.5 W/m? irradiance UV light at 28 °C)

ESTRATTI NATURALLI:

Sono ottimi antiossidanti senza rischi per la salute!!!
Vedi tabella diapositiva successiva



Table 4

Natural extracts with anti-browning effectiveness on fruit and vegetable products.

Sounce Type Bioactive compounds Application

Plamnis

Citrom {(Cedrus deodara) Pine necdles Polyphenols (2R, 3R-dihydromyriceting Apple slices
Polyphenols (methyleonifering ferulic Apple slices

Dog rose (Rosa caning)

Green lea (Comellio sinensis)

Pineapple (Anoanos comosws)
Pomegranate (Pumnica granaturm)

Ehubarly (Rhewm rhabardoarom)

Agricultural by-products
Onion (Allium cepa)

Rice (Oryza sativa)

Agriculiural wastes
Cabbage (Brossica oleracea)

Grape (Vits vinifera)

Hips

Leaves

Fruil pulp and core
Arils

Fruil pulp

Juice
Paste
Biran

Processing walter

Bunch-thinned unripe

acid-f-d-glucoside)

Flavonoids {catechins)

Phenolic acids (ellagic and p-hydroxybenzoic acids)
Flavonoids {catechins)

Polyphenols

Organic acids (citric and malic acids)

Sulphur compounds (cysteine)

Flavonoids {catechins)

Organic acids (oxalic acid)

Flavonoids {quercetin

Phenolic acds (p-coumarnic and ferulic acids)

Sulphur compounds (glucosinolates)

Flavonoids {catechins)

Organic acids (citric, malic, oxalic and tartaric acids)

Mushroom slices
Artichoke stems
Apple juice

Apple slices

Banana slices

Mushroom slices
Artichoke stems
Apple slices

Avocado fruit

Apple puree
Polalo puree

Grape juice

Potato slices
Apple slices
Potato slices




Torniamo ora a1 fenoli.....

Eterogeneita elevata:
...p1u d1 10000 strutture ad oggi conosciute
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(rappresentatissimi nelle piante superiori, molto poco
rappresentati in batteri, alghe e funghi, un po’ di piu nelle
briofite. ..

Si nelle Charophyceae! Chi sa come mai....)




Flavenols

Flavanones

Cateching found in tes leaves

Chi sono | Antioxidants Fruis /’“’*m“m“a”‘r's i | pigmenti non
= found in: < Wegetables . . -
m — Genistein fotosintetici!!!
C O p O St I Erains Disdzein

- - In S0y
fe n O I I C I Flavonuidi\j &S convetted to phytoestrogens

powverful art-icancer
and arti-heart disease
roperties

Dikyydroflavonals

found in onions I Ch|n0n| '

red wine, green tea, onions

berries a good source

Phenolic Acids i acicd o) 1) e e
;{ “Fanillin
Phenolic Compounds saffeic acid
;:-' fruits, vegtables

chlorogenic acid

erulic acid — I_a ngnlnalll

fruits, vedgtables

Hydroxycinnamic
acid deriviatives

CLFCLIMIN )
tumeric and mustard

FOUrMmarins citruz fruits

Li gnhans hecome phyvtoestrogens

flax zeed & other grains




Le piu importanti classi di fenoli nelle piante
(vengono identificate con la struttura base dei nuclei di carbonio)

number of C-atoms basic skeleton class
6 Cq simple phenols, benzoquinones
7 Cs-C, phenolic acids
8 C,-C, acetophenone, phenylacetic acid
9 C.-C, hydroxycinnami_c ac_:id, polypr_opene,
coumarin, isocoumarin
10 Cq-C, naphtoquinone
13 Ce-C,-Cq xanthone
14 C,-C,-C; stilboene, anthrachinone
15 C.-C;-C; flavonoids, isoflavonoids
18 (Cs-Cy), lignans, neolignans
30 (Cs-C5-Cp), biflavonoids
(Cs-C)), lignins
n (Cy) catecholmelanine

(condensed tannins)



Possono essere divisi nelle due grandi famiglie di POLIFENOLI e FENOLI SEMPLICI,
pit una miscellanea di strutture varie.

Phenolics
Y
v v v
Polyphenols Smple Phenols Miscellaneous
. ! X
! l Phenolic adds Lignans
Coumarins
Tannins Flavc}noi?s Lignins
J Resveratrol
'L 'L Flavones Others
Hydrolysable Condensed Flavorols ¥
! Aurones v v
Polymersof Polymers of (Fl}lalmnm Hydroxy cinnamic  Hydroxy benzoic
derivatives epicatechins Flavanols
Anthocyanins

Note: The phenolic compoundscan occur in free aglycon and conjugated formswith
aigars adds and other biomolecules



Sicuramente la classe dei flavonoidi (polifenoli) ¢ quella piu biodiversa, in struttura e funzione....

( Phenolic acids

o

v “ Chiorogenic acid
Hydroxycinmamic ocids
—< X Flavones
Flavonoids "
" Isoflavones
. oomm Anthocyanidins
Stilbenes . Flavanones
D - Flavanols
Resveratrol
\—
Lignans

" .
) W’“
L0

" e,

Secomvolar lrevinal
Coumarins
i g

\ Coumarin

| PLANT PHENOLICS |

p-Coumaric acd

[ Phenylpropanoids ] { Phenolic acids J
Calfeic odld et CC,
—
Hydroxycynnamic
acids e =
z Cynnamic
aldehydes
Quercetin
Genistein

Anthocyonin (Cyor

\NN Q Flavones ) ( Isoflavones ) ,f’
Nargin ~-~-_ __—"
Taxifole A ’ OH G
-
HO COOH
COOH HOOCH:CHCOOH
(M alechin Salicylic acid HO Gallic acid p-Coumaric acid
Catechin HQ H o .o HO. 0
o v
Sppaatech HO CH=CHCOOH P m
Epkcatechin galfate z > MeO
Fovgadocetechin 9(,".1" Caffeic acid Umbelliferone Scopoletin

OH 0O
Apigenin

OH O
Naringenin

OMe

s OH . OH -
Genistein Pelargonidin Peonidin



Significato ecologico di alcune classi di composti fenolici

Flower
pigments

Fruit
pigments

Allelopathic
substances

anthocyanes
chalcons

aurones

yellow flavonoids
flavones

anthocyanines
iIsoflavones
chalcons

guinones

phenols
phenolcarboxylic acids
hydrocinnamic acid

cyanidin-3,5-diglucosid in Rosa
coreopsin in Coreopsis tinstoria
aureusin in Anthirrhinum majus
gossypetine-7-glucoside in Gossypium
apigenin-7-glucoside in Bellis perennis

petunidin glucoside in Atropa
belladonna

osajin in Maclura pomifera
ocanin in Kyllingi brevifolia

juglon in Juglans regia
hydroquinone in Arctostaphylos
sialic acid in Quercus falcata
ferulic acid in Adenostoma



Significato ecologico di alcune classi di composti fenolici

Protection
against pests

Fungicide

Phytoalexines

guinones juglon in Carya ovata

tannines gallotannine in Quercus robur

flavonols guercitine-glycosids in Gossypium
Isoflavones luteon in Lupinus
phenolcarboxylic acids  protocatechunic acid in Allium
dihydrochalones phloridcine in Malus pumila
stilbens reservatrol in Arachis hypogaea
phenylanthrenes  grchinol in Orchis militaris
Isoflavanes vestitiol in Lotus corniculatus
pterocarpanes pisatin in Pisum sativum
phenylpropanoids  coniferyl alcohol in Linum usitiltissimum
fucocoumarins psoralen in Petroselinum crispum

.....e UV-B screens



Stress-Induced Polyphenols Synthesis in Plants

High light/UV /
anthocyanins

flavones "

sinapyl estets Wounding
isoflavononds % ;' § 3 coumestrol
psoralens ——___ | CouUm ann

psoralens

chiorogenic aod

Pathogen attack Signaling terulate esters
plerocarpans sabcyhc aad ? wall bound phenachic acids
1soflavans hgran, subenn

prenylated isoflavonmds

stilbenes *

coumanns \ b,

s » 2 Low temperature
J-deoxyanthoc yaniding Y » > * anthocyanins
flavancls

aurones

f\ 4 " Low iron
A ey 0 X
Low phosphate P

anthocyanins

Low nitrogen’,  ~

flavonads. isoflavonowds

Davvero molti ruoli, sia nello stress biotico che abiotico, ma....



...dato che molti dei ruoli sono contro i nemici
naturali, tali molecole dovranno avere una
discreta tossicita

La pianta deve autoproteggersi

Quando necessario:
coniugazione o metodi vari di attivazione (s.

ossigeno, luce.... vedi dopo)!

In piu, ovviamente, adeguata localizzazione.



HO
HO

OH

OH

In genere la coniugazione e con zuccheri

O-glucosylation

_olucose J DP
Zan i UCosS€e ‘1 e
) T:\ 5

Sl‘:;’jl glucose-O-X

Glucoside = fenolo (aglicone) + glucosio

0O OH Facilmente idrolizzabile da glucosidasi varie...

anche microbiche!



Anche la LOCALIZZAZIONE CELLULARE e
TISSUTALE e funzionale per detossificazione e
ruolo!

Vacuoli delle cellule di guardia degli stomi e delle
cellule epidermiche delle parti aeree

Parete cellulare (legami covalenti) in tutta le pianta
Cere superficiall

Nucleo:
Legati direttamente al DNA contro il danno ossidativo

(molti fenoli sono antiossidanti ottimi)



Ovviamente, i fenoli nel vacuolo sono solubili, quelli nella parete no.

Insoluble-bound phenolics

P / ==

/ ‘ Cellulose \\

Pectin

Soluble phenolics N

\ | Cell wall //




Come ci arrivano?
Sono sintetizzati sul reticolo endoplasmatico, poi traslocatori sul tonoplasto o
vescicole golgiane

Nucleus Endoplasmic reticulum

S

Chloroplast

Golgi apparatus
.

>
.
ARBC transporter " - ®
i ‘\-'
; N —

“MATE  Cytoplasmic vesicle
[ ®

A
" s

b Golgi vesicle
Vacuole @

P Mitochondria

Cell wall

Figure 3. Transfer mechanisms of phenolics after synthesis at the endoplasmic reticulum in plant cell.
(ABC: ATP-binding cassette; MATE: multidrug and toxic compound extrusion).



Per la sintesi avranno 1 loro metaboloni....




Metaboloni e traportatori transmembrana vari, ogni organulo ha i propri trasportatori!

ENDOPLASMIC RETICULUM

4 Coumaroyl - CoA oMHS CHiI F3H
+ ——> Chalcones —> Flavanones —> Dihydrollavonols

3 Malonyl - CoA - FLS

: F3'H
Luteolin <— Apigenin Quercetin «— Kaempferol

© B A
*‘csr (AIGSTF2) O(. ) (Tl
® GST
uDp l— Glu @

Flavonoid glhicoades

= :
Apigenin glucoside Flavones Anthocyanins

Cyanidin glucoside flavonoids

VACUOLE

CELL WALL

Flavonoids GSTCD Vesicle @

O sl :g; @ transpotter WMAT transporter
oo » @®® O @ m’ - DT E

. . GST-flavonoid Vesicle flavonoid ~-»> putadive transporter




Ed eccoli anche
nel nucleo!

(Ci arrivano con opportuni
trasportatori
transmembrana)

Si1 accumulano
anche nel
nostro...

Kaempferol

Flavonoid
alone

Nucleus

Galangin




Ovunque... NUCLEO, INVOLUCRO del CLOROPLASTO, VACUOLO, VACUOLO
dei TRICOMI

Nucleus — iexc. 405
- Aexc. 488

Fluorescence (a.u.)

. .
’ .
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. .
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.
. .
/\\_\‘\.
.
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530 0 ?;(‘
Wavelenath (nm)

Chiloroplast envelope

. Hue
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Wavelength (nm)
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Vacuole Vacuole trichome cells

- ) exc, 405
« A exc. 488

Fluorescence (a.u.)

Fluorescence (a.u.

Wavelength w o
Svelength (nm) Wavelength (nm)




Riguardo alla loro sintesi, 1 composti fenolici delle piante
possono essere divisi in due classi:

(i) Fenoli preformati, sintetizzati durante il normale
sviluppo dei tessuti vegetali (es.lignina)

(i1) Fenoli indotti, sintetizzati dalla pianta in seguito a
danno fisico, infezione, presenza di metalli pesanti,
sale, UVB, temperatura...

Hanno comungue anche bassi livelli costitutivi.



BIOSINTESI DEI COMPOSTI FENOLICI

La maggior parte dei composti fenolici deriva dalla
via dell’acido scichimico (la stessa degli aminoacidi aromatici)

PARTENZA: condensazione fr@io 4 f@@nolpir@

dalla via dei pentoso fosfati dalla glicolisi

Poi “rimaneggiamenti” vari..... Si arriva all’acido scichimico, al corismico
e poi si riparte in tante vie diverse per formare altrettanti metaboliti
diversi.
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Shikimate Biosynthesis
[ Fentose phosphate cycle ]
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shikimic acid

shikimic acid-3-phosphate
EPSP synthase * inhibited by glyphosate

5-enolpyruvyl shikimic acid-3-phosphate

1

chorismic acid

PEP

L

Shikimate-3-phosphate Glyphosate S5-Enolpyruvyl-3-Shikimate phosphate
S3F EPSP




Il glifosato assomiglia al PEP, si lega nel sito attivo dell’enzima in modo irreversibile




[l glifosato e un diserbante sistemico di post-emergenza non
selettivo.

(a) Glyphosate spraying

E : Target plar

A differenza di altri prodotti, viene assorbito per via fogliare :|
(prodotto sistemico) e successivamente traslocato in ogni ) 2
altra porzione della pianta per via .
prevalentemente floematica. L

o\ =
Questo gli conferisce la caratteristica, di fondamentale P iyl
Importanza, di essere in grado di devitalizzare anche gli 5 & "';:\'-
organi di conservazione ipogea delle erbe infestanti, W
come rizomi, fittoni carnosi, ecc., che in nessun altro modo E A (
potrebbero essere devitalizzati. = S = |

2a NS
e R V-
i
e

FAST ACTIO  cage AMPA ¢ - Degradation
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Nel marzo 2015, I'organismo internazionale IARC (International Agency for Research on
Cancer) ha classificato il glifosato e i fitofarmaci che lo contengono come "probabile
cancerogeno per I'uomo™ inserendola nella categoria 2A. Studi in laboratorio hanno
dimostrato che il glifosato induce nelle cellule danni a livello genetico e stress ossidativo.



Main Toxic Effects of Glyphosate*

Kills beneficial gut bacteria and allows pathogens
to overgrow

Interferes with function of cytochrome P450
(CYP) enzymes

Chelates important minerals (iron, zinc,
manganese, etc.)

Interferes with synthesis of aromatic amino acids
and methionine

— Leads to shortages in critical neurotransmitters
Disrupts sulfate synthesis and sulfate transport

*Samsel and Seneff, Entropy 2013, 15, 1416-1463

Gli studi sono tuttora in corso, quando li fanno fare....



| FENOLI SEMPLICI

Partiamo da un composto fenolico interessante per I’uomo...

Nel contesto degli effetti sull’uomo, un composto fenolico famosissimo ¢
stato isolato dalla corteccia del salice.....

Infusi di corteccia di salice venivano usati dagli Indiani d’ America in caso

di febbre!

2R

o .
Y 4 4

Salix alba



OH
OH

Salicylieecd

OH

Utilizzato per yarie preparazioni mediche

E’ un antidolorifico ma puftroppo danneggia le mucose gastrointestinali
(causa ’ulcera per le suefproprieta acide ed altro, vedi dopo!!!!)

Meglio se acetilato............



Acido acetilsalicilico

L’aspirina!!!!

Analgesico, antipiretico, antinflammatorio,

. leggermente meno acido.
Gruppo dell’acetile,

messo dai -

farmacologi!

Non ¢ ancora chiarissimo come ’aspirina funzioni, sembra che inibisca la

produzione di prostaglandine, ormoni responsabili della produzione di
dolore, febbre ed inflammazione.

QOH

In pratica viene inibito OU‘M
I’enzima : {-!} " = TC00



Arachidonic Acid
5r§;;?ELas,r;din * <—— ASPIRIN

Prostaglandin H2

O\

Thromboxane A2 Prostaglandins 12,

l E2, D2 and F2a
« Increase platelet aggregation * Inhibit gastric a.cid. production
* Increase vasoconstriction *Increase vasodilation

* Increase renal blood flow



Prostaglandina sintasi, detta anche cicloossigenasi

Fosfolipidi
Fosfolipasi A2
COOH
%%\/:/\/\/ Ac. arachidonico
Cicloss enasl (COX)
o
Wt .-"\-/\/\ "
(8 0L .
Ho—0 H
Perossidasi




Piu precisamente, doppia azione sulle cicloossigenasi (COX)
dell’acetilsalicilico rispetto al salicilico (non solo € meno acido, ma funziona

anche di piu)...
Acetylsalicylic acid
Acetylation Salicylation
Cicloossigenasi _Inhibition of COX-1 Inhibition of COX-2 Cicloossigenasi
costitutiva indotta
Antiplatelet effects Anti-inflammatory,
Effetto antiaggregante dell’aspirina! anti-proliferative,

and anti-oxidative effects



Come mai COX-1 viene inibita?
L’aspirina acetila una Ser del sito catalitico di COX-1, 1’Acido Arachidonico non
riesce piu ad entrare. ..

Platelet COX-1 After aspirin
AA access obstructed
. by acetyl group in
acetylation e T
S Ser 529 of serine 529 aspirin-modified COX
el g o
\K [ N =\ catalytic ~
. r site ; :
COX dimer
2
hydrophobic Bediaehy 00K '
e B GH‘ Arachidonic Acid 0})’“1’
i (AA) :
g e acetylsalicylic salicylic
Thromboxane A, acid (aspirin) acid
/
b,

Platelet Activation




Inibizione di COX 2: si lega tutta la molecola!

Active site

Active site



Differenti ruoli delle COXs, effetto collaterale: gli effetti di inibizione della 1 non
sempre sono graditi allo stomaco...

Arachidonic Acid

Inflammatory Stimuli
/ \ @ * Trauma

IL-6

.
) § o msi

PGl, TXA9 PGEs AL=10

BMP
Super Family

Gastric Platelet Pain Bone Fever
Protection Function Formation



Il salicilato viene «facilmente» sintetizzato dal corismato...

Shikimic acid pathway
|
HOOC — c —CH, __COOH T e i
acs OH
L J\
!\rogemc acid T 0 g COOH
sochorismic aci
OH Chorismic acid
COOH COOH
O-glc
@V N COOH
T Benzoyl glucose ©/‘]
Phenylalanine Cmnamuc acid \ COOH 4 Salicyclic acid
= A
OH
COOH
F
o-Coumaric acid
— Lignin
Flavonoids
OH
p-Coumaric acid

TRENDS in Plant Science

ICS:
Isocorismato
sintasi



I1 ruolo dell’acido salicilico nelle piante € quello di «segnale», in pratica puo
essere considerato un ormone

Immune
Response
SO%fathttP : DNA damage repair
media la risposta
immunitarial!!!! R IF™
Thermotolerance Fruit yield

ermlnatlon
-.ol”Growth - l;i
and development



Un esempio del ruolo del salicilato (SA)

Pathogen Systemic !» SA — SAR

(:}'-’{3?'- / tissue

1) L’attacco da —

patogeni aumenta ytoplasm
SA

la biosintesi di
(via dell’acido
scikimico + enzimi , La/forma di esporto &
dedicati come |CS) " Il MeSA, la metilazione
nei plastidi. permette la diffusione!
NPR1 ¥ [NeRd g 2 y
NPRL NPR1 — > NPRL ——> NPR1 -__g%/’ ‘ :
NPR1 o ]
3) SAsi lega al fattore di Y MRS e y
trascrizione) NPR1 _ﬂ

(13

-
\s 'l
~ -
- -
--------

aTF

NPR: NON-EXPRESSOR OF PATHOGENESIS-RELATED GENES

NPR1 ¢ fosforilato dopo I’interazione con i fattori di trascrizione, il tutto € inviato al proteasoma e
I’espressione dei geni responsivi a SA, inclusi 1 geni PR (pathogen related).



Stress diversi sono «comunicati» attraverso SA... che spesso induce risposte
«multipurpose».

Stress diversi inducono un simile aumento in ROS, utilizzati come segnale per
I’induzione della sintesi di SA...

P:;:c&ﬂ:ens - H;gllm. Ii%l;t
s alini
Ozone \ ROS Drought
uv-B Temperature
\ Apoplast \

- [NADPH ox}

=

Mitochondria

~N

¥ ROS _*Up'reglﬂatlon di

/\ Isocorismato
/\ sintasi

GSH/IGSSG GSH/GSSG

Forse coinvolto
anche il Ca%*

\_

: -~ Transcriptional Stomata
RISpOSte! ! ! ! (\\ reprograming Programmed Closure o

-~
-~
-~
[ . -
-
~~____ E— e
e ——————



Il salicilato ¢ un segnale endogeno, ovvero dentro la pianta.....

Alcuni fenoli semplici invece funzionano fuori dalla pianta

Increase exudation of
organic acids

Increase root emissions VOCs
of VOCs

H 2 J
2 q ..-" "" RN ’ 9| \
Increase root emissions \
of nonvoiatile secondary

metabolites Q0 4\~

Increase positive links
with microbes, such as
mycorrhizae and rhizobla

°e o
@

v 4 ® @ o) v v
Improve pest °® Improve nutrient
tolerance Secondary availability

metabolites .
v

Reduce dependence
on fertilisers

Reduce use of
pesticides

Trends in Plant Science

Servono a molte cose, ora vediamo alcuni fenoli semplici



Alcuni fenoli semplici
rilasciati dalla radice (o
derivanti dalla Soil Organic Matter

decomposizione delle
foglie!!!) possono influenzare
’attivita de1 microrganismi
rizosfericli

(SOIL PRIMING)

Influenzano Pattivita degli
organismi decompositori e
quindi i cicli dei nutrienti.

Batteri e funghi




Infatti, differenti tipi di fenoli semplici solubili
come 1’acido ferulico o I’acido gallico

(ed anche alcuni flavonoidi, vedi dopo)
possono sia stimolare (crescita del batteri che
riescono a metabolizzare gli aromatici) che
Inibire (sono tossici, vedi dopo, per batteri e
finghi) la comunita microbica e fungina del
suolo (fondamnetale per la degradazione della

materia organica)

| funghi micorrizici sono molto sensibili ai

fenoli con effetto specie-specifico!

H
C 30©/\)L0H
HO

Acido ferulico

HO OH
OH

Acido gallico



Molti di questi fenoli semplici nella rizosfera funzionano anche da
sostanze allelopatiche tossiche per le altre piante!

Volatilization from the leavéh

Molte specie

b

Leaching from invaSive
the above : . .
ground parts by & M G/ S P rimpiazzano le
precipitation  § (3 ‘ SpeCIe native
6 L
‘ Allelopathic effects on the ‘ 4 eSSUdandO da“e
N2 B icrvoinepom——p i\ radici fitotossine
- simili.

et

25
- Microbial transformation

from decayed leaf. stem. leaf
litter or roots

Decomposition of leaf
litter and sloughed root Root

tissues exudation



Le sostanze allelopatiche spesso sono derivati dei naftochinoni,
con due carbonili in para.

Queste fitotossine innescano la produzione di ROS a livello dei meristemi
radicali.

In pratica sulla superficie delle cellule ci possono essere degli enzimi (deputati
a tutt’altro!) che li riducono a spese del NAD(P)H.

I semichinoni o i chinoli poi riducono I’0O, formando 02 ]

Segue quindi stress ossidativo..... e alla fine morte della radice.



Erbicidi naturali!

Funziona veramente....

Conopy




Le piantine giovani sono piu suscettibili agli allelochimici perché hanno ancora cellule in attiva

Allelopathic donor Allelopathic receiver
Enhanced growth

&
w

Leaching

’ Inhibited growth

O Absorption i

Y ~——— \

Allelochemicals \ Absorpy
released in soil N

\ Absorption of
nontoxic form of
<> allelochemicals
"Microbial

1degradation

Exudation

Rhizosphere colonization may lead
to protection of rhizospheric
region from the toxic environment
of allelochemicals

Y Phytotoxins/antibiotics productions
e 2,4-DAPG
o Phenazine
e HCN
e Plant cell wall degradating enzymes

77 Modulate allelochemicals sceretion in soil _

v Inhibition of stress responsive genes
Y7 Modulation of antioxidants enzymes



Alcuni esempi:

I’acido ferulico (e composti simili)
sono in genere utilizzati per «legare»
reversibilmente fra loro i polisaccaridi
della parete primaria (in genere le
emicellulose e le pectine)

POLYSACCHARIDE

OCH;3

O 0

POLYSACCHARIDE

Ponti di-ferulato...

H
4. (F-Ara)—(1-3)-Xyl
R1
HO 5. (F-Ara)-{ 1=3)-Xyl-{ 1—=4)-Xy1 Ry=0CH3, Ry=H
r 6. (FAc-Ara)-(1—=+3)-Xyl-(1=4)-Xyl  R;=0CH;, Rp=Ac
7. (pCA-Ara)-(1-3)Xyl-(1-4)-Xy]  Ry=Rp=H
0
HO o 0 0
i o Omﬂ_ﬂ
OH HO
0 o o -OH
0
| o OR2
8. Xyl-{1-sd)-[{F-Araj={ 1 =3 )-Xyl-{ 1 -=4)]-Xyl Ry=0CH;, Rg=H

HO

9. Xyl {1—=4)-[(FAc-Ara)-(1-+3)-Xyl-{ 1—+4)]-Xy1 Ry=0CH3, Rz=Ac
10. Xyl (1—=4)-[{pCA,-Ara)-{ 1—=3)-Xyl-{ 1=4)]-Xv1 Ry=Rz=H

Legame semplice



Acido ferulico ed allelopatia:
La crescita delle radichette di piantine germinanti € inibita per:

denaturazione da parte dell’acido ferulico di: o)

Idrolasi AN OH
Maltasi
Fosfolipasi
Proteasi

HO
OCHj

Inibizione della proteosintesi (inibizione del trasporto degli AA)

Legame ad acidi nucleici (considerare sempre che sono piantine in crescita!!!)



L’acido ferulico ha ampie applicazioni «nutraceutichey...
Presente in:

granaglie (avena, grano, riso), nei carciofi, nel caffe ed in alcuni tipi di frutta
come le mele, le arance e I'ananas

E generalmente considerato un buon antiossidante (usatissimo nelle creme antirughe!
Inoltre protegge dall’UV)

—— Ferulic Acid with 20%
Vitamin C and E

= Helps boosts your skin’s antioxidant levels
and fights free radicals.

= Effectively helps repair damage done to
the skin by the sun’s harmful UV rays.

SCS

ADVANCED
FACE SERUM

= All natural and paraben free - Made in _
% 20% Vitamins C + E
small batches in the USA. Ferulic Acid Serum

e30ml 1FLOZ




Ma soprattutto inibisce in modo specifico due enzimi animali (finora
noti...)

xantina ossidasi
Coinvolto nel metabolismo dell'acido urico: usato contro la gotta.

5-lipossigenasi
Coinvolto nel metabolismo dell'acido arachidonico che porta alla sintesi

dei leucotrieni, potenti mediatori di alcuni reazioni inflammatorie coinvolte
nell'asma bronchiale: usato contro I’asma.



Comunque, work in progress....




Un naftochinone (sono sempre fenoli
semplici) «allelopatico» molto noto...
Juglone!

Juglans regia e Juglans nigra

O

Leaching from
leaves by rain,
fog. or dew

Volatilization
from leaves

Released from

r decomposing
Exudation Released from leaves, fruits

from roots decomposing and twigs
sloughed roots

Juglone production from walnut tree




Localizzazione: intera pianta ma soprattutto nelle radici....

Caduta delle foglie ed arricchimento nella rizosfera!

Sotto il noce non cresce niente.

Table 1:Juglone content in various parts of the walnut tree, including seasonal

variation (Lee & Campbell 1969)

Juglone content Seasonal variation in juglone content
Tree part mg/g dry wt Month mg/gdry hulls | mg/g dryleaves
Leaves 1.23 June 9.3 29
Hulls 6.71 July 103 28
Roots @ August 115 25
September 109 18




Nella radice, si trova soprattutto nel periderma

b
o 0 1
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periderm 3 E —
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Rilasciato come glucoside
(e la forma detossificata,
non viene rilasciato
ossidato in questo caso),
Idrolizzato dai
microrganismi del suolo,
ossidato dall’ossigeno
spontaneamente con
formazione dei ROS

Ossidazione spontanea
dell’olio di noce:
imbrunisce all’aria

a-hydrojuglone 4-glucoside
is the native form found in
walnuts, but the glucose
unit easily splits off

OH
OH OH O OH
OO oxidation in air ‘O
OH
a-hydrojuglone
N e e -~
L » “ N N . TR 3

WDA -
3 5 mmuteslaten ’wvi




Lo juglone ¢ una delle fitotossine piu forti.... E un fortissimo pro-ossidante!

Juglone

water-soluble brown pigment
bound in glycoside

present in roots, leaves and green peel
of nuts

detectable in depth of 8 m
and distance 27 m from tree trunk

* foxXic
* inhibits seed germination (100 %
inhibition Iin letuce at a dose 0,0

+ some plants tolerate allelopathic
toxins




Phytoxicity assay with juglone

Inibisce la crescita di Arabidopsis thaliana a concentrazioni micromolari!



Root growth (mm/hr)
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Comunque qualche
pianta ha sviluppato
del meccanismi
(ancora poco noti)
per tollerarlo...

Genes involved In
metabolization and
detoxification,
conjugation,
transport,
antioxidant defense
and cell protection,
and repair

Vegetables/Trees Tolerant of Black Walnut Tree Toxicity

www.growith uildit.com

Vegetables that grow near Black Walnut Trees

Companion Trees ©rBlack Walnut Trees

Common Name

Scientific Name

Common Name

Scientific Name

Beans Phaseclusvulgars Oak Quercus spp
Beets Beta spp Red Cedar Junipenis virginiana
Carmot D aucus carota Hawthorn Crataegus
Com Zea mays Black Chemy Prunus semtina
Il elons Cucumis spp Honey Locust Gleditsia tiacanthos
Qnian Allium spp Black Locust Robinia peeudoacaca
Parsnips Pastinaca sativa Maple Acerspp
Sqguash Cucurbita spp Pagoda Dogwood Cornus alternifolia

American Hazelnut

Corvus americana

Witch Hazl Hamamelis virginiana
Companien Shrubs'Vines fyrBlack Walnut Trees Sweetgum Liguidambar shyracifua
Common Name Scientific Name White Ash F axinus americana
Serviceberny Amelanchier spp Barberny Berbers spp
Bittersweet Celastrus scandens American Beech Fagus grandiflia
Black R aspberny Rubus ocoidentalis Black Birch B etula lenta
Arborvitae™ Thuja ocoidentalis B oxelder Acernegundo
Rose ofshamn Hibiscus svriacus Ohio Buckeye Aesculus glabra
Wirginia Creeper P arthe nocissus quinguefolia Catalpa Catalpa bignonisides
Haze Inut Corylus americana Most dogwoods Cornus spp
Daphne Daphne spp Eldererny Sambucus spp
Juniper Juniperus spp American Elm Ulmus amerncana
Spicebush Lindera benzoin spp Forsythia Forsythia Vahl
Mockom@nge P hiladelphus spp Fringe free Chicnanthus wirginicus
Finderbloom Azalea Rhododendmon perichhmencides Golden rin tree Koelreuteria paniculata
Sumac Rhus copallina Black Gum /tupelo MNyssa sylwatica
Smool Sumac Rl glabna Canadian Hemluck Tsuga canadensis
Current Ribes spp Hibizcus Hibiscus spp
W apledeawved Vibumum Vibumum acerfirlia Hickony Caryaspp
Wild Grape (\itis) Vitis viniera American Holby llex spp
Elder (Sambuca sp.) Sambucus spp Lilac Swinga spp
Chemy(Prunus sp.) P unus spp Red, Black, S ugar Maple Acerspp
Rose (Fosa sp.) Rosa spp Ninemark Physocarpus opulifolius
P ears (Pyrus sp.) Pyrus spp Red Oak Quercus nibra
Plum (P runus sp.) P runus spp White Qak Quercus alba
Apricots (Prunus, sp) P runus spp PawPaw Asimina triloba
Curants (Ribes spp.} Ribes spp Eastemn Redbud Cercis cana densis
Sassafrass Sassafas a lbidum
C amlina sitverbell Halesia camlina
Sumac Rhus spp
Tulip Tree Poplar Liriede ndron tulipifera
Virginia Pine Pinus virginiana
Sycamore Flatanus occidentalis
Flovering I ogwood Comus forda
Dogwood Cornug alternifolia
Staghorn Sumac Rhus typhina
Hawthome Crataegus
P ersimmon (Driosypros vinginiana
BlackhawWiburnum Wibumum pruni®lium
Cherry Prunus Spp
Nectarnine Prunus persica nucipersica
Plum Prunus spp
Peach Prunus persica
Quince Cydonia cblengata




TOSSICITA’ SUGLI ANIMALI

Lo juglone e addirittura tossico per gli invertebrati del suolo a
concentrazioni micromolari....

| nematodi spesso infestano le piante!!!!

_ 1 == 120 uMjuglone
.g 80+ -== 180 uM juglone
Z e == 240 uM juglone
s =% 300 uM juglone
o 40-

S p <0.0001

2 20-

01— :

0 1 2 3 4
Time (Hours)

Acute juglone sensitivity assay. Results are displayed as the percentage
of worms (Caenorhabditis elegans) that are still alive at each time
point. There is a dose-dependent decrease in survival with increasing
juglone concentrations. Results represent the average of three
biological replicates of 25 worms per replicate.




E per gli acarti!
E’ usato come bio-acaricida alternativo.....

Acaricidal activity

in vivo
Clinical efficacy
and safety
Skin irritant
potential
— —— Ears of || infested rabbits
) Acaricidal activity
in vitro \
CHy Acaricidal activity
“ and its possible
/ mechanism
OH O Inhibitory effects
; on AChE and GST
Plumbagin

Juglans regia L. == Naphthoquinones-sPsoroptes cuniculi=® Alternative bio-acaricides



...essendo tossico
anche per gli animali,

. \ T 2 10 -
lo juglone e quindi =

ono S 08 4
utilizzato anche come :
farmaco anticancro, g =
sebbene il suo g 047
meccanismo di azione 02
non sia ancora noto.... _
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Riduce la vitalita C  w; D 5 .
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stress ossidativo ctl 24 48 T2(M)— ctt 24 48 72(h)

ne (20 uM) Juglone (20 pM)
Induce le caspasi della

via apoptotica
(caspase-3)



Anche qui, work in progress....

Juglone as an
oxidant

l

‘, l l

Cytotoxic potential

Anfticancer effects Antifungal activity Antibacterial activity

—

*  Oxidative stress

* (Cell membrane damage

* Apoptosis and necrosis

* Redox cycling

*  Glutathione (GSH) depletion

The cytotoxic effects of
juglone on human cell line

* DNA damage

®* Imhibition of transcription

* Reduction of p53 protein
levels

¢ Induction of cell death

!

Anticancer activity against the human cancer cell
lines: in vitro

* Blocked mainly the S-phase of the cell cycle

* Induced mitochondrial-dependent apoptosis pathways
*  Outer mitochondrial-membrane rupture

¢ Elevated ratio of Bax/Bcl-2

¢ Caspase-9 and caspase-3 activation

* Reduced Bcl-2 expression

+ Increased intracellular Ca® concentration

* Cytochrome c release

* Pinl inhibition




Comungue € gia commercializzato!!!!

Leaves
DIETARY SUPPLEMENT

100 Tablets




Lo juglone e conosciuto anche con i nomi
commerciali di:

nucina,

regianina,

estratto di noce,

yuglone,

NCI 2323 ¢

olio rosso BS.

Lo juglone viene utilizzato in campo
cosmetico, come colorante, per la
creazione di fondo tinta con gradazioni
arancio-marroni (gli autoabbronzanti!) ed
e stato usato, soprattutto in passato, come
colorante per tessuti e lana in particolare.

e} .
|2+ ‘ |
H,O OH.
o 2 2 O 0

NH Mordanting Hzo—\:Fe/-‘OHz eing process
»uNI-rE T)HLNH D’_V gp 20 FE "——OHQ
o R FeSO,/ H,0 HN
Hm
Wooal Yam structure W’Tr[ * ”"ﬂ’[ \(l}
OH O

Mordant wool complex

Juglone Colouring compound

Wool mordant dye complex




Infatti € simile ad un
altro fenolo semplice
utilizzatissimo come
colorante:

PHENNE’




Lawsonia inermis

Dalle foglie e dai rami essiccati e macinati si ricava
una polvere giallo-verdastra utilizzata come
colorante su tessuti e pelle animale.

La molecola colorante dell’henné € chiamata
Lawsone, una sostanza di colore rosso arancione

La tonalita rosso bruna varia in funzione della
composizione in rami (rosso) e foglie (marrone).
Il lawsone ha proprieta allelopatiche

I'nenné possiede virtu antimicotiche e astringenti, anti
dermatite e anti seborrea




L’henné ¢ un colorante naturale della cuticola dei capelli!!!!

Dye in the cortex and Destruction of natural Dye on cuticle

cuticle has to be raised hair colour pigments
to get dye in. and cuticle raised




Come funziona?
[l lawsone forma una base di Schiff con i gruppi amminici della cheratina!

Schematic Diagram of Henna Dying Hair
When henna paste coats the hair shaft,
Lawsone gradually migrates from the henna
into the hair shaft and binds with keratin.

» ® -
.y ,0'-'.:.. >
. e '.0 R

.
e®® 00%
e *
*
.
e
.

47 Lawsone
Y, migrates into
N henna hair shaft
hair shaft
cuticle
keratin
® henna

® Lawsone molecule

CO9H502 -C =0 + H2N —Keratin —— C9H502'— C = N — Keratin + H20
(Lawsone) (Free NH2 in Keratin) (Schiff’s base)



Sulla pelle:

S‘FJI\E

exd o
"?‘""'ﬁ“



THE CHEMISTRY OF HENNA

The red-orange dye from the leaves of the
henna plant contains lawsone. Lawsone
reacts chemically with keratin in the skin,
leaving a stain that lasts for 2-6 weeks.

Black henna is red henna which has had the

dye paraphenylenediamine (PPD) added to

it. PPD can cause allergic skin reactions, and
its use in black henna is discouraged.
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