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PERCHE’ IL RADICALE PERCHE’ IL RADICALE 

ASCORBILE?ASCORBILE?

1. Gabelt BT, Kaufman PL. Production and Flow of Acqueous Humor. In: Adler’s Physiology of the eye, 11° ed, 2011, Elsevier, Sec. 4, 

chap. 10, pag. 278

2. Gantner GE, Sturner WQ, Caffrey PR. Ascorbic acid levels in the post-mortem aqueous humour. J Forensic Med. 1962; 9 (4): 150-5

- Acido Ascorbico e Post-Mortem Interval (PMI)2

- Acido ascorbico 20 volte maggiore nell’umor vitreo rispetto

al sangue1

“… levels of ascorbic acid in

human aqueous acid are too

variable to be useful for

[estimation of time of death,

ndr]”

(metodo colorimetrico)
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PERCHE’ MEDIANTE PERCHE’ MEDIANTE 

ELECTRON PARAMAGNETIC ELECTRON PARAMAGNETIC 

RESONANCE?RESONANCE?

Gold-standard per lo studio dei radicali e delle specie reattive 

paramagnetiche

PRECEDENTI APPLICAZIONI DI PRECEDENTI APPLICAZIONI DI 

EPR IN TANATOCRONOLOGIA?EPR IN TANATOCRONOLOGIA?

1) Miki T, Kai A, Ikeya M. Electron Spin Resonance of bloodstains and its application to the estimation of time after bleeding. Forensic

Sci Int 1987; 35: 149-158. 2) Domek H, Sagan L, Piatek J, Gonet B. Electron Spin Resonance (ESR) as a method to estimate the time of

blood extravasation in forensic medicine. Curr Topics in Biophysics 2010; 33 (Sup. A): 39-42. 3) Ito S, Mori T, Kanazawa H, Sawaguchi T.

Estimation of the postmortem duration of mouse tissue by Electron Spin Resonance Spectroscopy. J Toxicol 2011, Article ID 973172.

- Datazione delle macchie di sangue (ferro non-EME):

“[…] the ESR method would be useful for the estimation of the time after bleeding

or injury in forensic medicine.” (Miki et al., 1987)

“[…] we were supposed of practical possibility of application this method in dating

blood after extravasation. … Unfortunately, our experiments gave no confirmation of

assumed concept.” (Domek et al., 2010)

- Stima dell’epoca della morte in tessuto murino

“In the postmortem follow up, […] DMPO-AsA∗ signals were found to be a useful

indicator estimating postmortem duration and oxidative damages in various tissue.” (Ito

et al., 2011)
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RAZIONALE RAZIONALE DELLO DELLO STUDIOSTUDIO

- Verificare la capacità dell’EPR di

individuare il radicale ascorbile all’interno

dell’umor vitreo,

- Analizzare la variazione del RA in

relazione al PMI

- Valutarne l’applicazione nella stima

dell’epoca della morte

MATERIALI MATERIALI E METODIE METODI

Analisi dei dati:

- Xenon® (Bruker, Germania)

- Quantificazione del RA

- Campioni conservati a 24°C

- Regressione lineare effetti misti

- Livello di significatività 0,05

Criteri di inclusione:

- Età > 18 anni;

- Ora della morte nota;

- Assenza di lesioni e/o alterazioni 

macroscopiche;

Raccolta e preparazione dei campioni

- Siringa 20 G da 10 mL

- Vacutainer (polipropilene da 1,8 mL)

- Congelamento a -20°C fino al momento

dell’analisi

- Capillare in Pyrex 100 �L (Sigma-Aldrich)
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RISULTATIRISULTATI

- RA rilevato nel 40% (n. 20)
- Plateau a circa PMI 60 hrs

50 soggetti esaminati
Età mediana: 71 anni (43-91)
M/F: 32/18 
PMI iniziale: 14,0 ore 
PMI finale: 92 ore

RISULTATI (2)RISULTATI (2)

A partire da 10 ore

A partire da 17 ore
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RISULTATI (RISULTATI (3)3)

ICIC9595%% troppotroppo ampioampio

Modello di Regressione Modello di Regressione 

Rad_AscorbileRad_Ascorbile = 4,5208e= 4,5208e--8 8 –– (PMI * 4,0378)(PMI * 4,0378)

Parametro Stima Errore std Sig.

Intervallo di confidenza al 
95%

Limite inferiore Limite 
superiore

Intercetta 4,5208E-08 4,3210E-09 ,000 3,6625E-08 5,3790E-08

PMI -4,0378E-10 5,0227E-11 ,000 -5,0526E-10 -3,0229E-10

CONCLUSIONICONCLUSIONI

- L’EPR è in grado di identificare e quantificare il RA
nell’umor vitreo

- Vi è una correlazione tra la Concentrazione vitreale
di RA e l’Intervallo Post-Mortem

- Ampia variabilità della concentrazione iniziale e della

variazione PMI dipendente

- Dati non sufficienti per essere utilizzati in applicazioni

pratiche
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VANTAGGI DELL’EPRVANTAGGI DELL’EPR

-- MinimaMinima quantitàquantità didi fluidofluido ((5050--100100 ��������L)L)

-- NessunaNessuna preparazionepreparazione deldel campionecampione

-- AltaAlta sensibilitàsensibilità ((nMnM 1010--99))

-- QuantificazioneQuantificazione direttadiretta senzasenza standardstandard
internointerno

-- OsservazioniOsservazioni seriateseriate siasia susu singolasingola
aliquotaaliquota (in(in vitro),vitro), cheche susu singolosingolo
soggetto/campionesoggetto/campione

PROSPETTIVE FUTUREPROSPETTIVE FUTURE

- Studi su popolazioni più ampie

- Indagare fattori influenzanti (clinici e
non) la concentrazione di RA e il suo

andamento nel tempo

- Ottimizzazione della metodica per
altri fluidi biologici (es. liquido
sinoviale)


