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Editoriale

Cari Soci,

eccoci col quarto numero di Pharmanutrition & Functional
food del 2019, un anno particolarmente intenso per la
nutraceutica. Di particolare interesse é stata la querelle
scientifica e legale inerente il riso rosso ferementato,
ove in ltalia il mercato degli ipocolesterolemizzanti
contenenti monacolina K & uno dei principali nel
mercato generale dei nutraceutici ed uno di quelli col
trend di vendita migliore. Federsalus, SINut e diversi
esperti internazionali si sono attivati per interagire con le
istituzioni (EFSA, Commissione europea), con redazioni
di documenti formali come meta-analisi di safety e
documenti di indirizzo (uno dei quali firmato anche dagli
esperti della Societa Europea di Cardiologia): una prima
reazione formale ed importante del mondo academico
ed industriale rispetto a decisioni prese dall’alto. Tuttavia
il risultato finale sara la riduzione drastica del massimo
livello di monacolina K contenuto negli integratori ad
azione ipocolesterolemizzante. Indubbiamente questo
avra un forte impatto sul controllo della colesterolemia

delle decine di migliaia di soggetti che oggi assumono
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quotidianamente 10 mg di monacolina K. Volendo
vedere la parte piu rosea di questa situazione, lo “shock”
spingera le aziende piu virtuose ad investire in ricerca
e sviluppo e a ricercare formule piu innovative. Ma su
quali attivi concentrarsi? Sicuramente berberina, estratto
secco standardizzato di Carciofo, e frazione polifenolica
del bergamotto.

Ricordo a tutti le nostre date piu rilevanti per il 2020. Dal
17 al 19 aprile 2020 si terra a Bologna la nuova versione,
altamente interattiva di Nutraceutical Conference by
SINut in Cosmofarma, il pil grande evento itaiano
dedicato al mondo farmacia dove SINut organizza un
nuovo format educazionale intrafieristico. Il congresso
nazionale SINut invece si svolgera per la prima volta
nell’ltalia nel Sud, a Napoli dal 10 al 12 settembre 2020,
con un programma preliminare come sempre denso di
contenuti e che accogliera relatori importanti.

E ora, buona lettura della rivista, che anche in questo
numero accoglie articoli di grande interesse per gli esperti
di nutraceutica!

Buon Natale e buon 2020 a tutti i soci,

Arrigo F.G. Cicero
Presidente SINut
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L'importanza di una adeguata valutazione di
sicurezza: il caso dell’estratto di Ginkgo biloba

Salvatore Bianco, Marisa Le Donne, Alfredo Nunziata

AKROS BioScience S.r.L. piazza Aldo Moro 20/d 00071 Pomezia (RM)

ABSTRACT

In the safety assessment of Ginkgo biloba leaf dry extract
(GBE), the US National Toxicology Program (NTP) has
conducted studies using methods different from those
of other Authorities such as EMA and EFSA. While the
international and European Authorities have not identi-
fied any risk to humans, the NTP reports a potential car-
cinogenicity of GBE. The drawbacks in the methods of
NTP studies reduce the validity of the data. Yet, after the
evaluation of the NTP a reduction in the number of pub-
lications on Ginkgo biloba and a reduction in the number
of clinical trials in Europe were observed. We recommend
that the methodology of studies on products of herbal
origin be uniform and that these studies be conducted
and evaluated by working groups that include pharma-
cognosy experts and clinicians with experience of prod-
ucts of herbal origin.

Key words: Ginkgo biloba;, toxicity, National Toxicology
Program

SOMMARIO

Nella valutazione di sicurezza dell’estratto secco di foglie
di Ginkgo biloba (GBE), il National Toxicology Program
statunitense (NTP), ha condotto studi con metodi diversi
dalle altre Autorita come EMA ed EFSA. Mentre le auto-
rita internazionali ed europee non evidenziano rischi per
['uomo, il NTP denuncia una potenziale cancerogenicita
del GBE. | metodi degli studi del NTP presentano criticita
che riducono la validita dei dati. Eppure, dopo la valuta-
zione del NTP si e osservata una riduzione del numero
di pubblicazioni sul Ginkgo biloba e un ridotto numero
di sperimentazioni cliniche in Europa. Raccomandiamo
un‘uniformita di metodologia degli studi sui prodotti di
origine vegetale e che tali studi siano condotti e valutati
da gruppi di lavoro che includano esperti di farmacogno-
sia e clinici con esperienza di prodotti di origine vegetale.

[ 5 ——

Parole chiave: Ginkgo biloba; valutazione di tossicita;
National Toxicology Program

INTRODUZIONE

Gli estratti di Ginkgo biloba sono tra i prodotti erboristici
pill utilizzati a livello mondiale (1). Secondo i dati IMS He-
alth MIDAS, nel 2012 le vendite totali a livello mondiale
di prodotti da banco a base di Ginkgo biloba sono state
pari a 1,26 miliardi di dollari (US$). La Cina ha rappre-
sentato il 46% delle vendite (US$ 578 milioni). Tra gli
altri Paesi figurano Germania (US$ 152 milioni), Australia
(US$ 61 milioni), Francia (US$ 53 milioni), Brasile (US$ 48
milioni), Repubblica di Corea (US$ 40 milioni) e Vietnam
(US$ 37 milioni) (2).

Le Autorita sanitarie europee ed internazionali (OMS,
EMA, IARC) hanno studiato la sicurezza dell’estratto sec-
co di foglie di Ginkgo biloba (GBE) senza rilevare rischi
per I'uomo (3). La Food and Drug Administration (FDA)
invece, sulla base degli studi del National Toxicology Pro-
gram (NTP) ha espresso dubbi sulla sicurezza di tali pro-
dotti. Nonostante serie criticita metodologiche, la valu-
tazione del NTP ha avuto un forte impatto sull’interesse
verso il GBE (4).

Nel nostro lavoro esaminiamo le caratteristiche del GBE,
le prove effettuate dal NTP, le criticita rilevate dalle altre
Autorita Competenti, I'impatto della valutazione del NTP
sulle attivita scientifiche sul GBE. Esporremo anche una
nostra proposta per migliorare il livello della valutazione
tossicologica dei preparati vegetali.

MATERIALI E METODI

Abbiamo ricercato i risultati delle prove effettuate dal
NTP, e le controdeduzioni delle principali Autorita, valu-
tando i report degli studi ove disponibili. Abbiamo poi
valutato I'impatto dei risultati del NTP sull’interesse ver-
so |'estratto di GBE. L'ipotesi &€ che una valutazione di

............... Anno IV, N. 4 - Dicembre 2019
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possibile tossicita, riducendo l'interesse industriale di una
sostanza riduca anche il numero di ricerche svolte, sia
per una minor disponibilita dei fondi degli sponsor in-
dustriali, che per un minore interesse clinico. Abbiamo
ricercato i lavori apparsi su PubMed con la parola chiave
“Ginkgo biloba extract” e i lavori apparsi con la parola
chiave “herbal medicines” per un confronto con le pub-
blicazioni in generale su prodotti medicinali di origine er-
boristica. Abbiamo considerato gli anni immediatamen-
te precedenti (2006-2011) e successivi (2012-2017) alla
valutazione del NTP. Per verificare I'impatto sull'interesse
dei ricercatori dei Paesi occidentali abbiamo considerato
la sede degli studi in corso registrati su clinicaltrials.gov
con la parola chiave “Ginkgo biloba extract” e paragona-
to la situazione agli anni 2006-2011.

RISULTATI

Caratterizzazione del GBE

Il GBE e descritto dalla Farmacopea europea, secondo la
quale i costituenti principali sono "flavoni glicosidi" (to-
tale 22,0-27,0%), rappresentati da quercetina, caemfe-
rolo, isoramnetina e lattoni terpenici (totale 5,0-7,0%),
rappresentati da ginkgolidi A, B, C (2,8-3,4%) e bilobali-
de (2,6-3,2%). Il contenuto di acidi ginkgolici deve essere
<5 ppm. Il valore limite di 5 ppm e stato scelto in quanto
conforme al limite di rilevazione registrabile con metodi
di routine, consentendo cosi di assicurare il massimo gra-
do di rimozione di questi composti dagli estratti utilizzati
a fini terapeutici (5).

Il GBE & raccomandato per il limite dei seguenti compo-
nenti: flavoni glicosidi; lattoni terpenici (ginkgolidi, bilo-
balide); solvente di estrazione: acetone 60%, da assu-
mere per via orale in formulazioni farmaceutiche o come
integratore alimentare. Preparati a base di GBE sono uti-
lizzati per il trattamento sintomatico dei deficit cognitivi,
di concentrazione, dei disturbi dell’'umore nell'ambito di
una strategia terapeutica globale nelle sindromi di de-
menza, per alterazioni vascolari ed altre indicazioni (6-8).
| consumatori possono essere esposti al GBE anche at-
traverso prodotti contenenti Ginkgo, come té, yogurt e
cosmetici. Il Ginkgo biloba viene utilizzato Europa anche
come ingrediente in alimenti, come le cosiddette bevan-
de "wellness".

La valutazione della sicurezza del GBE da parte del-
la FDA

Le Autorita sanitarie come |'Organizzazione Mondiale
della Sanita (OMS), International Association of Resear-
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ch on Cancer (IARC), European Medicines Agency (EMA)
hanno valutato che il GBE non rappresenta un rischio per
I"'uomo in rapporto a due fattori principali:

e dosi ammesse per |'uomo;

e caratteristiche dell’estratto (processo di estrazione con-
trollato e contenuto di acidi gingkolici < 5 ppm).

La statunitense Food and Drug Administration (FDA) ha
invece denunciato una sospetta cancerogenicita del GBE
sulla base di test condotti dal NTP.

Il GBE era stato testato dal NTP per la cancerogenicita in
due studi di somministrazione orale in topi e ratti. Topi
maschi e femmine erano stati trattati mediante gavage
con uno specifico GBE di produzione cinese, contenente
31,2% di flavonolo, 15,4% di lattoni terpenici (bilobali-
de, 6,94%; ginkgolide A, 3,74%; ginkgolide B, 1,62%;
ginkgolide C, 3).06%), acido ginkgolico ad una concen-
trazione di 10,45 ppm. Il trattamento aveva indotto un
aumento significativo dell'incidenza di adenoma epato-
cellulare o carcinoma (combinato), carcinoma epatocellu-
lare ed epatoblastoma. Il NTP concluse che negli animali
da esperimento vi sono prove sufficienti per quanto ri-
guarda la cancerogenicita del GBE. La valutazione globa-
le del NTP e FDA e stata che il GBE pu0 essere cancero-
geno per ['uomo (4).

Le critiche alla metodologia

Dato il diffuso consumo di GBE i risultati hanno suscitato
notevoli critiche da parte di ricercatori e organizzazioni
come il Committee for Herbal Medicinal Products dell’E-
MA e I’American Botanical Council (5, 9, 10). Nello speci-
fico sono state poste le seguenti critiche:

Dose: la dose massima utilizzata negli studi non era
quella che ha causato il primo effetto tossico negli studi
preliminari, come richiesto dalla metodologia accettata
a livello internazionale, ma era stata molto piu elevata,
(massima dose somministrabile) causando agli animali
uno stress metabolico in grado di indurre fenomeni aspe-
cifici di oncogenesi.

Caratteristiche dell’estratto: La IARC (2), sottolinea che
il materiale di prova era diverso da quelli ammessi dalla
Farmacopea Europea e statunitense (USP). Infatti, nello
studio dello NTP la concentrazione di acido ginkgolico
era di 10,45 ppm, il doppio (2) del limite ammesso dal-
le autorita sanitarie internazionali. Si ricorda che I'acido
ginkgolico e il componente la cui presenza e considerata
un rischio nelle preparazioni contenenti GBE, per le sue
peculiari caratteristiche tossicologiche (9, 11-13).

Inoltre, i risultati degli studi tossicologici dello NTP sul
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GBE cinese non sono rilevanti e non appropriati per le
altre formulazioni GBE. La stessa relazione finale del NTP
sottolinea che i risultati rilevati nello studio riguardano
solo il GBE cinese che non vi sono prove dirette che si
riferiscono ad altri specifici GBE.

Pubblicazioni su GBE da PubMed

RN VAN
R < Y SN
ER S N\ /70 i s—
5 65
g 60 \v/ \
E 55 \/ \k
< 50

1 2 3 4 5 6

Anno
—_—2012-2017 = 2006-2011

Lavori scientifici su GBE nei cinque anni
precedenti (2006-11) e successivi (2012-17)
alla pubblicazione dei risultati dello NTP (da PubMed)

| Fig 1 y

Impatto della valutazione del NTP

Nonostante le criticita descritte, la valutazione del NTP ha
generato notevole preoccupazione e conseguentemente
disincentivato le ricerche sul GBE. Il risultato e stato net-
to: dal 2012 della pubblicazione dei risultati degli studi
condotti dal NTP, vi e stata una flessione molto evidente.
Nella nostra ricerca abbiamo individuato 1651 pubblica-
zioni sul GBE censiti da PubMed dal 1950.

Tra il 2006 ed il 2011, prima della pubblicazione della
valutazione del NTP sono stati pubblicati in media 70,83
lavori per anno, negli anni tra il 2012 ed il 2017 la media
si @ abbassata a 62,66 (-13%). Solo nel 2018 si e avuto
un incremento con 100 lavori, peraltro da confermare nel
2019. Il dato & ancora piu significativo se consideriamo
negli stessi periodi le pubblicazioni su PubMed su “her-
bal medicines” sono passate da una media di 1812,83 a
2857,33 per anno, +57,62%. Nel 2018 le pubblicazioni
sono state 3280. La Figura 1 mostra I'andamento per
anno delle pubblicazioni sul GBE nei periodi 2006-2011
e 2012-2017. L'impatto sugli studi & piu controverso: la
nostra ricerca su clinicaltrials.gov ha mostrato che attual-
mente gli studi in corso sul Ginkgo sono 85 nel mondo
di cui 26 in Africa, 23 nel sud-Asia e solo 18 (21%) in
Europa (Figura 2).

Negli anni 2006-2011 sono registrati 21 studi, dei quali
8 (38%) in Europa. Si potrebbe pensare ad un ridotto
interesse, tuttavia se consideriamo il Nord America (USA
e Canada) nel 2006-2011 sono registrati 3 su 21 stu-

f
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di (14,2%) mentre oggi sono registrati 23 su 85 studi
(27,05%). Dal momento che i ricercatori europei e nor-
damericani spesso condividono gli approcci e le linee di
ricerca non possiamo trarre nessuna conclusione al pro-
posito.

CONCLUSIONI

Il caso del GBE dimostra chiaramente che studi condot-
ti in modo discutibile generano dati che hanno conse-
guenze imprevedibili da un punto di vista scientifico. In
questo specifico caso, una valutazione condotta con me-
todiche discutibili da un ente governativo ha indotto una

riduzione delle pubblicazioni su una sostanza di grande
interesse scientifico e con potenziali serie ricadute econo-
miche e sanitarie. Riteniamo che sia necessaria un’armo-
nizzazione delle metodiche, con una stretta attenzione
alla provenienza e caratterizzazione degli estratti valutati,
con dosaggi che riflettano I'effettivo uso umano. Ritenia-
mo anche che la valutazione da parte di un'Autorita deb-
ba essere svolta da un gruppo di lavoro multidisciplinare,
dove accanto al tossicologo ed al patologo, sia presente
un esperto di farmacognosia e un clinico con esperienza
di preparati di origine vegetale.
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Abstract

Background. Overweight and obesity are conditions
characterized by a growing epidemiological trend.
Objective. The present review aims to collect evidence
on the efficacy and safety of remedies derived from me-
dicinal herbs and mushrooms commonly used for weight
loss.

Results. Various remedies, grouped on the basis of their
mechanism of action, have been analyzed and discussed.
Conclusions. Overall, the most interesting integrative
remedies which favor weight loss in overweight or obese
subjects seem to be Garcinia cambodia, Camellia sinen-
sis, green coffee, Amorphophallus konjac, chitosan, and
Phaseolus vulgaris, acting through different mechanisms
on metabolism, nutrient absorption and the sensation of
hunger. Further studies are needed to better evaluate the
efficacy and safety profile of weight-loss supplements.

Key words: Review; Medicinal plants; Nutraceuticals;
Supplements; Obesity; Weight loss.

Riassunto

Introduzione. Il sovrappeso e |'obesita sono condizioni
caratterizzate da una tendenza epidemiologica in cresci-
ta.

Obiettivo. La presente revisione ha I'obiettivo di racco-
gliere le evidenze sull’efficacia e sulla sicurezza dei rimedi
fitoterapici o micoterapici comunemente impiegati per il
calo ponderale.
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Risultati. Vari rimedi, raggruppati per meccanismo d'a-
zione, sono stati analizzati e discussi.

Conclusioni. Complessivamente, i rimedi integrativi
pil interessanti per favorire il calo ponderale in soggetti
sovrappeso od obesi sembrano essere la Garcinia cambo-
dia, la Camellia sinensis, il caffé verde, I'’Amorphophal-
lus konjac, il chitosano, ed il Phaseolus vulgaris, i quali
agiscono attraverso vari meccanismi sul metabolismo,
sull’assorbimento dei nutrienti e sulla sensazione di fame.
Ulteriori studi sono necessari per poter valutare con mag-
giore approfondimento il profilo di efficacia e sicurezza
degli integratori ad azione dimagrante.

Parole chiave: Revisione; Piante medicinali; Nutraceutici;
Integratori; Obesita; Calo ponderale.

Introduzione |l sovrappeso (BMI>25) e [|'obesita
(BMI>30) sono condizioni caratterizzate da un anormale
0 eccessivo accumulo di adipe (1). In base ai dati epide-
miologici dell’OMS, si stima che I'obesita sia triplicata dal
1975 ad oggi, con una prevalenza mondiale nel 2016
di circa 1,9 miliardi di soggetti in sovrappeso ed oltre
650 milioni affetti da obesita (1). L'eccesso ponderale e
un rischio noto per patologie cardiovascolari, condizioni
dismetaboliche, malattie muscoloscheletriche, ed alcu-
ne forme neoplastiche (1), e la sua correzione & spesso
difficoltosa a causa della scarsa compliance dei pazienti
ai programmi standard di riduzione del peso (2). Percio,
diversi trattamenti integrativi sono stati esplorati per mi-
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gliorare il controllo ponderale (3) e quello lipidico (4).

La presente revisione ha |'obiettivo di raccogliere le evi-
denze sull’efficacia e la sicurezza dei pit comuni rimedi
fitoterapici o micoterapici ad azione dimagrante.

Materiali e metodi. Una revisione narrativa della let-
teratura scientifica & stata condotta, ricorrendo ad una
ricerca su Medline, Cochrane Library, e Google Scholar,
con particolare attenzione agli articoli che descrivevano
il profilo di efficacia per il calo ponderale e di sicurezza
clinica delle piante e funghi medicinali, nonché dei loro
estratti e derivati. Priorita e stata data alle revisioni siste-
matiche e meta-analisi sull’argomento, cosi come ai sin-
goli trials quando una sintesi della letteratura scientifica
non era disponibile.

Risultati. | principali risultati della ricerca sono riassunti
nella Tabella 1.

Rimedi integrativi con un’azione diretta sul metabolismo:
Garcinia cambodia. La Garcinia cambodia & una pian-
ta asiatica la cui scorza € ricca di acido idrossicitrico, un
composto con attivita ipolipemizzante ed anoressizzan-
te (3). Tale sostanza potrebbe agire come un inibitore

dell’'enzima ATP-citrato-liasi, incrementando la sintesi del
glicogeno a livello epatico, riducendo la lipogenesi e la
sensazione di fame (3,5). Dati provenienti da nove trials
inclusi in una meta-analisi hanno dimostrato un effetto a
vantaggio dell'intervento rispetto al placebo, seppur ca-
ratterizzato da una significativita borderline (MD=-0,88
kg a circa 8-12 settimane; p=0,05) (5). Globalmente, nei
trials clinici non sono state riportate differenze tra I'e-
stratto di Garcinia ed il placebo in termini di eventi av-
versi, a parte disturbi gastroenterici (5). Tuttavia, a causa
della breve durata degli studi disponibili e della segnala-
zione di diversi casi di tossicita epatica acuta a seguito
dell’assunzione di integratori contenenti Garcinia (6), il
profilo di sicurezza di questa pianta e le sue interazioni
con altri farmaci restano ancora da valutare con cautela.
Gymnema sylvestre. La Gymnema sylvestre € una pian-
ta utilizzata nella medicina ayurvedica per le sue pro-
prieta anti-diabetiche, dato che gli acidi gymnemici di cui
& ricca sono in grado di ridurre I'assorbimento intestinale
del glucosio attraverso vari meccanismi e di stimolare la
produzione di insulina (7,8). La maggior parte delle evi-
denze a sostegno dell’uso della gymnema per il calo pon-
derale provengono da studi preclinici (7,8), mentre in un
trial clinico la sua efficacia é stata testata in combinazio-

(

RISULTATI DELLA REVISIONE SU EFFICACIA E SICUREZZA DEI RIMEDI INTEGRATIVI FITOTERAPICI O

MICOTERAPICI PIU COMUNEMENTE IMPIEGATE A SCOPO DIMAGRANTE

Meccanismo d’azione

Esempi

Efficacia

Sicurezza

Azione diretta sul meta-
bolismo

Garcinia, gymnema

Variabile in base al mec-
canismo d’'azione

Incertezza dovuta alle
scarsita di informazioni

Rimedi ricchi di xantine
(antagonismo dell’ade-
nosina)

Te verde, caffé verde,
guarana

Variabile

Variabile, peggiore per le
piante ad alto contenuto
di caffeina

Azione di tipo adrener-
gico

Efedra, arancio amaro,
chetone del lampone

Variabile o incerta

Pessima (sconsigliate)

Riduzione dell’assorbi-
mento intestinale

Fibre vegetali, chitosano,
fagiolo bianco

Di solito modesta

In generale piuttosto
buona

Azione mediata dal mi-
crobiota intestinale

Reishi

Dati ad oggi insufficienti

Incerta

Azione diuretica o lassa-
tiva

Pilosella, ciliegio, orthosi-
phon, lassativi antrachi-
nonici

Inutili per I'eccesso pon-
derale

Pessima se impiegate
impropriamente e per
lunghi periodi
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ne con altre sostanze come |'acido idrossicitrico (9), per
cui risulta difficile quantificare I'esatto contributo della
gymnema al risultato osservato. In base ai dati disponibili,
la gymnema appare abbastanza sicura e gli effetti colla-
terali piu frequentemente segnalati sono I'ipoglicemia e
I'alterazione del gusto (8).

Rimedi integrativi ricchi di xantine (antagonismo dell’a-
denosina):

Camellia sinensis. Le foglie di Camellia sinensis sono
tradizionalmente impiegate per la produzione del te ver-
de, ed il loro estratto, ricco di xantine e polifenoli, ha
effetti lipolitici ed antiossidanti (3). In una meta-analisi,
le catechine hanno dimostrato di possedere un effetto
modesto ma positivo sul calo ponderale e sul suo mante-
nimento a seguito della perdita di peso (MD=-1,31kg a
12-13 settimane; p<0,001) (10). In generale, il té& verde,
se consumato con moderazione, & considerato un pro-
dotto sicuro, ampiamente utilizzato nella dieta orientale
(11). 1 dati disponibili sulla sicurezza degli estratti di te
verde indicano anche per essi un buon profilo di tollera-
bilita, soprattutto se assunti a stomaco pieno (12).

Caffe verde. Gli estratti di caffe verde (Coffea canepho-
ra robusta) sono spesso utilizzati per il calo ponderale in
virtu del loro contenuto di caffeina (effetto stimolante e
termogenico) e di acido clorogenico, in grado di agire a
livello metabolico (13,14). | risultati di una meta-analisi di
tre studi clinici suggeriscono un effetto significativo sul
calo ponderale (MD=-2,47kg a 4-12 settimane; p<0,01)
(13). Gli effetti avversi del caffe verde sono per lo piu cor-
relabili alla caffeina in esso contenuta (aritmie, agitazione
psico-motoria, turbe gastroenteriche).

Paullinia cupana. La Paullinia cupana, comunemente
nota come “guarana”, & una pianta ricca di caffeina (4
volte pit del caffe) originaria del Brasile, con un’azione
di inibizione dell’adipogenesi che potrebbe interessare
anche meccanismi di tipo epigenetico (15,16). | dati cli-
nici sull’efficacia della Paullinia cupana nel favorire il calo
ponderale sono incerti, dal momento che la sua azione &
stata testata assieme ad altre sostanze dimagranti, ren-
dendo difficile stimare I'entita dell’effetto attribuibile al
solo guarana (17,18). L'elevato tasso di caffeina limita la
sicurezza clinica degli estratti di questa pianta (19).

Rimedi integrativi con un’azione di tipo adrenergico:

Efedra sinica. |'Efedra sinica & una pianta di origini asia-
tiche il cui estratto contiene efedrina, un alcaloide con
proprieta adrenergiche e stimolanti (20). Le prove di ef-
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ficacia dell’efedra nel favorire il calo ponderale riportate
da una meta-analisi suggeriscono un possibile effetto a
breve termine (<6 mesi) di —0,9 kg/mese rispetto al pla-
cebo (20). L'efedrina, pero, in virtu delle sue proprieta
farmacologiche, risulta scarsamente maneggevole e puo
causare effetti collaterali anche gravi come aritmie car-
diache, alterazioni del sistema nervoso autonomo, turbe
psichiatriche e gastrointestinali (20).

Citrus aurantium. |'arancio amaro (Citrus aurantium)
& un agrume originario dell’Asia tropicale la cui scorza
& ricca di sinefrina, un alcaloide simile all’efedrina dalle
supposte proprieta dimagranti (21). L'efficacia per il calo
ponderale degli estratti di Citrus aurantium titolati in si-
nefrina e stata classificata come “incerta” da diversi au-
tori, a fronte di un profilo di sicurezza sconveniente, sia
per gli effetti avversi (pericolosi in individui cardio-vascu-
lopatici o ipertiroidei), sia per le interazioni con vari far-
maci (in virtt delle proprieta adrenergiche della sinefrina
e della possibile inibizione di varie isoforme di CYP-450)
(3,21,22).

Chetone del lampone. |l cosiddetto “chetone del lam-
pone” corrisponde al 4-(4-idrossifenil)-2-butanone, un
composto aromatico estratto dal lampone rosso (Rubus
idaeus) (23). Le prove a sostegno dell’attivita di questa
sostanza come agente lipolitico provengono soprattut-
to da studi preclinici su cavia, che suggeriscono un suo
possibile ruolo nella promozione della lipolisi norepine-
frino-indotta e nell’'ossidazione degli acidi grassi (23,24).
| dati sulla sicurezza del “chetone del lampone” sono
quasi del tutto assenti, con potenziali effetti avversi (car-
diotossicita, alterazioni dello sviluppo e della riproduzio-
ne) indicati da modelli predittivi basati sui dati di studi di
laboratorio (25).

Rimedi integrativi che riducono I'assorbimento intestinale
dei nutrienti:

Rimedi fitoterapici ricchi di fibre. Una delle fibre ve-
getali piu interessanti da un punto di vista clinico & il
glucomannano, estratto dall’Amorphophallus konjac; al-
tre fibre utilizzate sono lo psillio (derivato dalla Plantago
ovata), la gomma di Guar (il cui costituente principale
¢ il galattomannano), e I'alginato (estratto dalle alghe o
dall’Althaea officinalis) (3). Le fibre agiscono aumentan-
do la massa del contenuto enterico senza apportare calo-
rie e riducono I'assorbimento dei nutrienti, tra cui glucidi
e lipidi (3). I risultati di tre meta-analisi sull’efficacia clinica
del glucomannano sembrano complessivamente suggeri-
re un possibile effetto sul calo ponderale (MD=-0,22 kg
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a 3-12 settimane; p>0,05 (26); MD=-0,79kg; p<0,05 a
4-16 settimane (27); MD=-3,17 kg a 8 settimane; p<0,05
(28)) ed un’azione significativa di tipo ipolipemizzante
(26-28). Risultati meno incoraggianti sono stati riscon-
trati per altre fibre vegetali come la gomma di Guar o lo
psillio (29,30). Gli effetti avversi della somministrazione
di fibre sono di solito attribuibili alla loro azione sul tratto
gastroenterico; attenzione comunque deve essere posta
alla co-somministrazione di altre sostanze il cui assorbi-
mento puo essere ridotto dalle fibre (3,26).

Chitosano. Il chitosano & un derivato della chitina che
puo essere estratto dall’esoscheletro dei crostacei marini
o dai funghi (31). Esso viene utilizzato per ridurre i livelli
circolanti di colesterolo e per favore il calo ponderale, e
pare agire a livello gastroenterico, dove interagisce chimi-
camente con gli acidi grassi, favorendone I'eliminazione
piuttosto che I'assorbimento (31). Una revisione Cochra-

ne di 15 trials ha confermato I'efficacia del chitosano
rispetto al placebo sul calo ponderale (MD=-1,7 kg ad
almeno 4 settimane; p<0,00001) (32). Mancano purtrop-
po dati a lungo termine e gli studi inclusi sono caratte-
rizzati da una bassa qualita (32). Quanto alla sicurezza, e
importante conoscere |'origine del chitosano (crostacei o
funghi) per evitare eventuali reazioni allergiche.
Phaseolus vulgaris. Dal fagiolo bianco (Phaseolus vul-
garis) viene ottenuto un estratto acquoso standardizza-
to in unita inibenti le alfa-amilasi, il quale, in dieci studi
clinici (tre dei quali “placebo-controlled”) ha dimostrato
proprieta interessanti e significative sul dimagrimento di
soggetti sovrappeso od obesi a 8-12 settimane, ed anche
un miglioramento del picco glicemico post-prandiale e del-
la trigliceridemia (33). Il profilo di sicurezza delineato nei
suddetti studi clinici & apparso buono, con effetti avversi
modesti come turbe gastroenteriche temporanee (33).

-

evidenze di efficacia sul calo ponderale

PHASEOLUS VULBARIS
Riconoscimenti

della Figura.

Rimedi fitoterapici o micoterapici per i quali esistono

CAMELLIA
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Rimedi integrativi con una possibile azione
sul microbioma intestinale:

Funghi medicinali. Vari funghi, incluso
il Ganoderma lucidum (Reishi) e la Grifo-
la frondosa (Maitake), sono stati propo-
sti per il trattamento dell’obesita e delle
sue complicanze metaboliche, sebbene
la maggior parte delle evidenze ad oggi
disponibili provenga solo da studi su mo-
delli murini (34-37).

In particolare, per il Ganoderma lucidum
¢ stato ipotizzato un meccanismo d’azio-
ne sul controllo ponderale mediato dalla
modulazione della flora microbica inte-
stinale (36,38,39). | dati sulla sicurezza
dei funghi medicinali restano da definire
con precisione e, in via cautelativa, se ne
sconsiglia I'utilizzo da parte di pazienti
epatopatici o affetti da disordini autoim-
muni (40).

Rimedi integrativi con un'azione diuretica
0 lassativa:

Vari rimedi fitoterapici. Sebbene spesso
utilizzate per il calo ponderale, le piante
medicinali con un’azione diuretica (Pilo-
sella Vall., Cerasus avium, Orthosiphon
stamineus, etc.) o lassativa (lassativi an-
) trachinonici) non agiscono sull’eccesso di
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per il calo ponderale pud determinare effetti avversi an-
che gravi ed interazioni pericolose con altri farmaci e so-
stanze assunte.

Discussione. La somministrazione ragionata di alcu-
ni rimedi integrativi ad azione dimagrante puo essere
un'utile terapia complementare per |'eccesso ponde-
rale, purché si svolga sotto la supervisione medica. In
particolare, sulla base dei dati raccolti nella presente
revisione, i rimedi piu interessanti sembrano essere la
Garcinia cambodia, la Camellia sinensis, il caffé verde,

I’Amorphophallus konjac, il chitosano, ed il Phaseolus
vulgaris, in grado di agire attraverso vari meccanismi
che vanno dalla riduzione dell’assorbimento intestinale
di nutrienti ad un’azione diretta sul metabolismo ener-
getico e sulla sensazione di fame (Figura 1).

Data la scarsita di dati sugli effetti di molti integratori
dimagranti, il loro uso & comunque sconsigliato in sog-
getti in eta pediatrica o avanzata, nonché in gravidanza
ed allattamento. Ulteriori studi sono necessari per poter
valutare con maggiore approfondimento le interazioni
dei rimedi analizzati con farmaci ed alimenti.
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Valutazione dell'effetto della supplementazione

dietetica con un integratore combinato a base di
frazione polifenolica del bergamotto ed estratto
standardizzato di carciofo sulla modulazione dei

livelli di colesterolemia LDL in soggetti affetti da
ipercolesterolemia poligenica

Evaluation of the effect of dietary
supplementation with a combined
nutraceutical based on polyphenolic fraction of
bergamot and standardized artichoke extract
on the modulation of LDL cholesterolemia

in subjects affected by polygenic

hypercholesterolemia

Arrigo F.G. Cicero, Federica Fogacci, Martina Mezzadri, Maddalena Veronesi, Elisa Grandi, Claudio Borghi
Ambulatorio dislipidemie e aterosclerosi, AOU Policlinico S. Orsola-Malpighi, Alma Mater Studiorum Universita di Bologna

Abstract

This preliminary open clinical study conducted on 30 pa-
tients (M:F=1:1) with sub-optimal LDL cholesterol values,
wants to evaluate the efficacy of the combined nutraceuti-
cal supplement (Eufortyn Colesterolo Plus®) of phytosomal
polyphenolic fraction extracted from bergamot (Vazguard®)
and standardized extract of artichoke (Pycrinil®), associat-
ed with highly bioavailable Coenzyme Q10 and zinc, in the
reduction of plasma LDL levels. The product was highly tol-
erable with a 100% compliance to the treatment. After 56
days of administration of 1 tablet/day, we registered a signif-
icant reduction of LDL cholesterol (-18.5%), TGC (-15.6%)
e non-HDL cholesterol (-12.7%) values, we have also notice
a reduction of the values of GOT (-20%), GPT (-21.7%),
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and gGT (-11%). Fasting plasma glucose decreased, as well,
although in smaller amount (-3.8%). Despite the small sam-
ple of patients and the short treatment period, the results
obtained confirm the lowering action of the combined ex-
tract of bergamot and artichoke on cholesterolemia and
triglyceridemia: in fact, most of treated patients, 67%, re-
ported a reduction of LDL cholesterolemia> 15%. Further-
more, the mild hypoglycemic action and the reduction of
GOT, GPT, and gGT values suggest an improvement of the
insulin-sensitivity in the enrolled subjects.

Key words: Cholesterolemia, Efficacy, Artichoke Extract,
Bergamot Extract Phytosome, Fasting plasma glucose,
Safety, Vazguard®, Pycrinil®.
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Abstract

Questo studio clinico preliminare condotto in aperto su
30 soggetti (M:F= 1:1) con valori sub-ottimali di coleste-
rolo LDL, intendeva valutare I'efficacia dell’integratore
nutraceutico combinato (Eufortyn Colesterolo Plus®) co-
stituito da frazione polifenolica estratta da bergamotto
e fitosomizzata (Vazguard®) ed estratto standardizzato
di carciofo (Pycrinil®), associati a coenzima Q10 ad alta
biodisponibilita e zinco, nella riduzione del livelli ematici
di colesterolemia LDL. Dopo 56 giorni di somministra-
zione di una compressa/die, il prodotto e risultato estre-
mamente tollerato, con una compliance pari al 100%.
Abbiamo quindi registrato un notevole calo dei valori
plasmatici di colesterolo LDL (-18,5%), TG (-15,6%) e
colesterolo non HDL (-12,7%), oltre ad una riduzione
dei valori di GOT (-20%), GPT (-21,7%), e GT (-11%),).
Interessante notare come anche i valori di glicemia siano
calati, se pur in quantita piu modeste (-3,8%).
Nonostante il piccolo campione di soggetti in studio e la
breve durata del trattamento, i risultati ottenuti hanno
confermato I'azione ipocolesterolemmizzante e ipotri-
gliceridimizzante degli estratti combinati di bergamotto
e carciofo (la maggioranza dei pazienti trattati, il 67%,
ha infatti riportato una riduzione della colesterolemia
LDL>15%). Inoltre, la blanda azione ipoglicemizzante
e la riduzione dei valori di GOT, GPT e GT supportano
I'idea che questo nutraceutico possa avere un influenza
positiva sull’insulino-sensibilita.

Parole chiave: Colesterolemia, Efficacia, Estratto di Ber-
gamotto fitosomale, Estratto di carciofo, Glicemia, Sicu-
rezza, Vazguard®, Pycrinil®.

Introduzione

La colesterolemia LDL e linearmente associata al rischio
di sviluppare malattie cardiovascolari, e gli studi di gene-
tica di popolazione mostrano come anche livelli appena
sub-ottimali di colesterolemia LDL, quando presenti costi-
tuzionalmente fin da giovane eta, rappresentano un fatto-
re di rischio (1). Le nuove linee guida delle societa europee
di cardiologia (ESC) e dell’aterosclerosi (EAS) enfatizza-
no come & importante mantenere bassi valori di LDL-C2.
| livelli di LDL debbono essere ridotti il piu possibile per
prevenire le malattie cardiovascolari, in particolare nei pa-
zienti a rischio elevato e molto elevato. Si raccomanda che
i pazienti a rischio molto elevato (in prevenzione primaria
e secondaria) raggiungano un livello di LDL-C < 55 mg/dl
o0 < 1,4 mmol/l ed almeno il 50% di riduzione rispetto al
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basale dei livelli di LDL-C. Nei pazienti a rischio elevato, il
livello desiderato di LDL-C ¢ < 70 mg/dl o < 1,8 mmol/l
ed almeno il 50% di riduzione rispetto al basale dei livelli
di LDL-C. Questi obiettivi rinforzano il concetto che minori
sono i livelli di LDL-C, migliore & la prevenzione degli eventi
CV nei pazienti a rischio molto elevato (2).

Ne deriva I'importanza della riduzione della lipidemia per
ridurre i rischi cardiovascolari (3). Molti studi clinici e meta-
nalisi mostrano che esiste una relazione tra una riduzione
dei livelli di LDL-C ed una riduzione del rischio di CVD (2).
In particolare, una metanalisi del Cholesterol Treatment
Trialists” (CTT) Collaboration, su dati derivati da 14 studi
randomizzati controllati, che ha coinvolto 90.056 soggetti,
ha dimostrato una importante riduzione degli eventi coro-
narici e vascolari, correlata ad una importante riduzione
nei livelli assoluti di LDL-C (4).

Inoltre, in un ulteriore report CTT Collaboration su piu di
170.000 soggetti, si vede come in corso di trattamento per
la riduzione della colesterolemia, per ogni ulteriore riduzio-
ne di LDL-C di 1T mmol/I (~40 mg/dl) si ha una riduzione di
circa un quinto del rischio di malattia coronarica e stroke (5).
Una mmol/l € una riduzione raggiungibile grazie ad un mi-
glioramento nello stile di vita associato all’assunzione di pro-
dotti dietetici che riducono i livelli di colesterolemia LDL (6).
Lo sviluppo di integratori dietetici in grado di modulare
anche di poche decine di milligrammi/decilitro i livelli di
colesterolemia LDL potrebbe avere un impatto preventivo
importante nella popolazione (6).

Numerose evidenze scientifiche precliniche e cliniche sup-
portano la sinergia di interventi finalizzati a ridurre farma-
cologicamente la colesterolemia LDL via inibizione dell’as-
sorbimento intestinale del colesterolo (es.: con ezetimibe o
resine a scambio ionico) (7), inibizione della sintesi epatica
del colesterolo (es: con statine) (8), ed eventualmente in-
duzione del metabolismo epatico del colesterolo via ini-
bizione di PCSK9 (9). Alcuni composti di origine naturale
riducono efficacemente la colesterolemia con meccanismi
d’azione farmaco-simili (es.: riso rosso fermentato, berbe-
rina), ma la loro modalita di produzione prevede proce-
dimenti che li allontanano dal prodotto originale (es.: la
monacolina K & strutturalmente identica alla lovastatina, la
berberina commerciale e purificata al 99%, essendo quin-
di a tutti gli effetti un farmaco) (10).

In questo contesto le alternative potrebbero essere gli
estratti di bergamotto standardizzati in frazione polifeno-
lica e gli estratti di carciofo. | primi hanno ad oggi dato
risposte cliniche molto variabili per la difficolta di standar-
dizzazione del prodotto, i secondi ottime risposte ma per
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dosi usualmente elevate difficilmente compatibili con I'im-
piego come integratori (11).

L'obiettivo di questo studio preliminare & stato quindi quel-
lo di valutare I'effetto della supplementazione dietetica di
un integratore combinato contenente frazione polifeno-
lica fitosomale del bergamotto (Vazguard®) associato ad
estratto standardizzato di carciofo (Pycrinil®), associati a
coenzima Q10 ad alta biodisponibilita e zinco, sull’assetto
glicometabolico di soggetti con livelli subottimali di cole-
sterolemia LDL.

Metodi

Lo studio pilota si propone in aperto con confronto dei

parametri studiati vs. i valori registrati alla baseline.

Abbiamo quindi arruolato consecutivamente 30 soggetti

di entrambi i sessi (M:F= 1:1) secondo i seguenti criteri di

inclusione:

e Eta 30-75 anni

e | DL-C= 115-160 mg/dl

® TG<400 mg/dl

e Eventuali terapie preventive stabilizzate per tipo e dose
da almeno 3 mesi

e Ottenimento del consenso informato

Sono stati quindi applicati i seguenti criteri di esclusione:

e Intolleranza nota agli integratori testati

e Pazienti in prevenzione secondaria per malattie cardio-
vascolari o ad alto rischio di sviluppare malattie cardio-
vascolari

¢ Diabete mellito scompensato

e Insufficienza renale o epatica cronica

¢ Obesita (Indice di Massa Corporea >30 kg/m?)

e Terapia con statine o altri farmaci o integratori che potes-

sero influenzare il metabolismo lipidico.

Alla visita di screening al paziente & stato presentato lo

studio nelle sue finalita e, nel suo disegno, e stata richiesta

la firma del consenso informato e quindi e stata proposta

una dieta di stabilizzazione di tipo mediterraneo isocalori-

co per 14 giorni, con consigli personalizzati sulla base della

somministrazione estemporanea del questionario validato

“Dietary Quality Index”(12). Alla visita successiva & stato

valutato I'assetto lipidico per capire se il paziente era an-

cora aderente ai criteri di inclusione ed esclusione prefis-

sati, se confermava la volonta di partecipare allo studio e

quindi gli & stata fornita una quantita di prodotto sufficien-

te a coprire i seqguenti 60 giorni con una compressa/die.

La compressa doveva essere presa alla sera. L'integratore

dietetico utilizzato, Eufortyn colesterolo plus, € costituito

da una frazione polifenolica fitosomale di bergamotto
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(Vazguard®), estratto standardizzato di carciofo (Pycrinil®),

coenzima Q10 ad alta biodisponibilita e zinco.

Vazguard® é |'estratto secco dei polifenoli del Citrus ber-

gamia Risso, in forma di fitosoma, utile nella modulazione

positiva dei lipidi plasmatici. Il bergamotto appartiene alla
famiglia delle Rutacee ed e una pianta endemica della co-
sta Jonica della Calabria il cui succo presenta un‘alta con-
centrazione di sostanze naturali, tra cui i flavonoidi. E un
agrume con un profilo unico di sostanze naturali (flavonoi-

di, in particolare neoeriocitrina, neoesperidina, naringina,

brutieridina, melitidina) presenti sia nel succo che nella pel-

licola interna della buccia. Proprio la composizione chimica

di questi flavonoidi, e in particolare la frazione BPF® (succo

essiccato di Bergamotto), differenzia questo agrume.

Il Fitosoma e un sistema veicolare di lecitina che rende i

flavonoidi del bergamotto piu solubili e quindi piu facil-

mente assorbibili dall’organismo.

L'estratto standardizzato di carciofo contribuisce al norma-

le metabolismo dei lipidi ed al mantenimento della norma-

le funzione epatica e digestiva.

Lo zinco contribuisce al normale metabolismo dei carboi-

drati, degli acidi grassi e protegge le cellule dallo stress

ossidativo. Lo zinco e un componente di centinaia di com-

plessi enzimatici coinvolti nel metabolismo di proteine, li-

pidi, carboidrati e acidi nucleici.

Al paziente & stato inoltre chiesto di non modificare (salvo

necessita specifiche ed avvertendo lo sperimentatore)

I"'eventuale terapia sottostante nel corso dello studio.

| dati raccolti nelle visite previste dallo studio sono stati i

seguenti:

e Dati anagrafici (solo in T ,,)

* Storia personale di malattia cardiovascolare (solo in T ,)

e Anamnesi farmacologica

e Peso/Altezza/Circonferenza vita/Indice di obesita centra-
le/BMI

e Pressione arteriosa sistolica misurata in orto- e clino-
statismo (media di 3 misurazioni intervallate)

e Pressione arteriosa diastolica misurata in orto- e clino-
statismo (media di 3 misurazioni intervallate)

e Pressione arteriosa di polso e media (derivate dalle pre-
cedenti)

e Assetto lipidico completo (colesterolemia totale, cole-
sterolemia LDL, colesterolemia HDL, colesterolemia non
HDL, trigliceridemia, rapporti di rischio, apolipoproteina
B, LDL-C/apoB)

® Glicemia basale, Transaminasi, gamma-GT, CPK

e Uricemia, Creatininemia, Velocita di filtrazione glomeru-
lare stimata

............... Anno IV, N. 4 - Dicembre 2019
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Valori dei parametri di efficacia (media+SD)

alla visita di screening (T_,,), alla baseline (T )
e post-trattamento (T,,)

T, T, T,
Indice di Massa Corporea (kg/m?) 26,9+1,9 26,5+1,6 26,4+1,7
Circonferenza Vita (cm) 93+8 92+8 90+9
Pressione sistolica (nmHg) 129+9 127+10 127+9
Pressione diastolica (mmHg) 83+7 82+8 81+6
Glicemia basale (mg/dl) 106+9 105+7 101+5*
Colesterolemia totale (mg/dl) 211+15 209+15 175+13*
Trigliceridemia (mg/dI) 185+21 179+23 151+16*
Colesterolemia HDL (mg/dl) 43+3 45+4 44+4
Colesterolemia LDL (mg/dl) 132+11 124+12 101+8*
(Cn‘:;jl‘;m'emia Non HDL 16813 16614 131£13*
ApoB (mg/dl) 92+11 94+10 88+19*
ApoB/LDL 0,7+0,3 0,7+0,2 0,7+0,3

*p<0,05 vs. baseline

f

Valori dei parametri di sicurezza (media+SD)
alla visita di screening (T_,), alla baseline (T,)

e post-trattamento (T,,)

GOT (U/l) 21+6 20+3 16+5*

GPT (U/l) 23+7 22+4 17+3*
Gamma-GT (U/l) 28+9 27+7 24+6*
Uricemia (mg/dl) 5.2+2,3 4,8+3,1 4,7+2,9
Creatinina (mg/dl) 0,9+0,2 0,8+0,3 0,9+0,1
VFR stimata (ml/min) 94+4 95+5 96+5

Creatinin-fosfo-chinasi (U/l) 125+18 138+21 129+22

*p<0,05 vs. baseline

Anno IV, N. 4 - Dicembre 2019

e \alutazione qualitativa della dieta alla ba-
seline e in corso di trattamento

e Compliance al trattamento (misurata sulla
base del numero di compresse riportate nel
flacone distribuito tarato per il numero di
giorni di trattamento teorico)

e Accettabilita soggettiva del trattamento
Tutti i parametri di laboratorio sono sta-
ti analizzati su sangue periferico raccolto
dopo 12 ore di digiuno ed analizzati con
metodiche standardizzate presso il labora-
torio lipidologico afferente al Dipartimento
di Scienze mediche e chirurgiche dell’Alma
Mater Studiorum Universita di Bologna.

Lo studio & stato condotto nel rispetto della
Dichiarazione di Helsinki e delle sue succes-
sive modificazioni.

Da un punto di vista statistico, e stata con-
dotta un’analisi descrittiva completa dei pa-
rametri studiati, poi confronti pre- e post-
trattamento con test per campioni appaiati,
parametrici 0 non parametrici a seconda
della distribuzione dei parametri stessi. Un
livello di significativita di p<0,05 & stato
considerato accettabile per i test condotti.
Calcolo della percentuale di responders va-
lutata in termini di % di soggetti che sotto
trattamento hanno sperimentato riduzione
della colesterolemia LDL>15%. Tutti i test
sono stati condotti col supporto del softwa-
re Statistical Packacge for Social Sciences.

Risultati

La compliance al trattamento & stata del
100%. Nessun soggetto ha lamentato di-
sturbi soggettivi o eventi avversi di altro
tipo. Un solo paziente ha lamentato diffi-
colta alla deglutizione che tuttavia non ha
impedito I'assunzione delle compresse.

I livelli medi dei parametri studiati sono ri-
portati in tabella 1 (parametri di efficacia)
(Figura 1) e tabella 2 (parametri di sicurezza)
(Figura 2). Nessun parametro si & modifica-
to fra la visita di screening e l'inizio dell’as-
sunzione dell'integratore testato. Fra valori
basali e post-test, non si sono osservate va-
riazioni significative per quanto riguarda pa-
rametri antropometrici, pressione arteriosa,
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J

uricemia, funzionalita renale e livelli plasma-
tici di CPK. Si sono invece ridotti in modo
significativo i seguenti parametri: glicemia
(-3,8%), Colesterolemia totale (-16,3%),
Colesterolemia LDL (-18,5%), Colesterole-
mia non HDL (-12,7%), apoB (-6,4%), Tri-
gliceridemia (-15,6%), GOT (-20%), GPT
(-21,7%), e gamma-GT (-11%) (Figura 3).

Il numero di responders valutato in termini
di percentuale di soggetti che sotto tratta-
mento hanno sperimentato riduzione della
colesterolemia LDL>15% e stato del 67%.

| risultati osservati devono owviamente es-
sere valutati con criticita, dato il disegno in
aperto dello studio, la breve durata di espo-
sizione dei soggetti arruolati al prodotto
attivo e la piccola numerosita campionaria.
Tuttavia uno degli aspetti positivi di questo
studio e stato I'arruolamento in un setting
specialistico a cui i pazienti usualmente af-

a. ........................................................................... Anno IV, N. 4 - Dicembre 2019
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Riduzione dei principali parametri tra i valori basali
e post-trattamento (T,))

colesterolemia totale, colesterolemia LDL,
colesterolemia  non-HDL, apolipoprotei-
na B, e trigliceridemia. | risultati del nostro
studio pilota confermano quanto atteso da
letteratura (18,19). Infatti, in precedenza,
sia I'estratto di bergamotto (standardizzato
per frazione flavonoidica) fitosomizzato che
I'estratto di carciofo testati avevano singo-
larmente dimostrato in alcuni studi clinici di
migliorare I'assetto lipidico in soggetti affetti
da dislipidemia moderata (20, 21). Nel no-
stro studio € anche stata osservata una lie-
ve ma significativa riduzione della glicemia,
che, associata a riduzione di transaminasi e
gamma-GT suggerisce una conferma anche
del blando effetto positivo di questi estratti
in termini di miglioramento dell’insulino-resi-
stenza (22). L'assenza di effetti su funziona-
lita renale e parametri muscolari, nonché ef-
fetti positivi sugli indici di citonecrosi hanno
dato conferma della tollerabilita del prodot-
to testato. Owviamente questo dato dovra
essere confermato su casistiche pit ampie
e nell’ambito di studi clinici randomizzati e
controllati contro placebo.
L'effetto combinato di pit ingredienti na-
turali attivi su diverse vie metaboliche ed
) assumibile in monosomministrazione puod
costituire, in associazione alla modificazio-

feriscono quando gia sensibilizzati alle modificazioni dello
stile di vita necessarie a migliorare il proprio pattern me-
tabolico. L'ulteriore periodo di run-in pre-arruolamento ha
consentito di evitare aberrazioni comportamentali nel cor-
so dello studio.

Discussione

La letteratura scientifica si sta arricchendo di dati circa
I'efficacia ipocolesterolemizzante di prodotti nutraceutici
combinati (13,14), includendo fra questi tuttavia quasi solo
prodotti contenenti riso rosso fermentato. Fra questi i piu
studiati sono le associazioni riso rosso fermentato-berberina
(15) riso rosso fermentato-fitosteroli (16) e riso rosso fer-
mentato-acidi grassi polinsaturi della serie omega 3 (17).

In questo studio pilota & stato osservato un effetto positi-
vo di un nutraceutico combinato non contenente riso ros-
so fermentato su di un ampio numero di parametri lipidi-
ci correlati al rischio di sviluppare malattie cardiovascolari:
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ne dello stile di vita in senso salutistico, un

mezzo razionale per la gestione di soggetti
affetti da piu condizioni che, seppure a livello subclinico,
possano predisporre ad un aumentato rischio di malattie
cardiovascolari (23).
Questo studio, per la sua natura di studio pilota, ha alcuni
limiti intrinseci: la numerosita campionaria é stata bassa, la
durata dell’esposizione agli attivi breve e manca un gruppo
di controllo. Tuttavia, la finalita dello studio era verificare
preliminarmente in una condizione di pratica clinica reale se
I'integratore testato potesse esercitare un’azione metaboli-
ca laboratoristicamente misurabile su di un ampio numero
di parametri lipidici. La quantificazione di un effetto di un
prodotto non precedentemente testato & infatti fondamen-
tale per poter calcolare la numerosita da studiare in uno
studio controllato in doppio cieco. Inoltre la durata di espo-
sizione e stata scelta come rappresentativa del tempo stan-
dard usualmente atteso da medici e pazienti per verificare
I'efficacia di un nutraceutico ad azione ipolipemizzante.
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Conclusione

Lo studio clinico preliminare condotto mostra come la for-
mulazione nutraceutica testata sia in grado di migliorare
significativamente i livelli plasmatici di colesterolemia to-

tale, LDL e non-HDL nella maggior parte dei soggetti ar-
ruolati. Il contemporaneo miglioramento di glicemia basa-
le, transaminasi e yGT fanno suppore un impatto positivo
sull'insulino-sensibilita.
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Sviluppo tecnologico di un acido ialuronico
ad ampio spettro di pesi molecolari e ad alta

biodisponibilita

Technological development of a hyaluronic acid
with a large spectrum of molecular weight and

high bioavailability

Fabrizio Francomano, Francesco Puoci, Fabio Amone
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Titolo: La tecnologia Full spectrum technology rispetto
all'acido ialuronico standard: risultati preliminari prometto-
no una migliore efficacia, grazie alla fine modulazione dei
processi biochimici che regolano I'equilibrio tra omeostasi
e inflammazione.

Title: The Full spectrum technology versus standard hy-
aluronic acid: preliminary results promise higher efficacy
performance due to fine tuning capacity over biochemical
pathways for balancing homeostasis and inflammation.

Abstract

Hyaluronic acid (HA) is a natural polymer, which is found,
above all, in connective tissues. It is mainly used for the
treatment of joint pathologies and to reduce wrinkles as
an injectable medical device. In the body, hyaluronic acid
is found as a polymer with different molecular weights
(high: HMW HA, low: LMW HA). In vitro studies have
demonstrated that LMW HA has a higher bioavailability,
but they are less resistant to hyaluronidase degradation.
Anti-inflammatory activity depends on the incubation time
and from the polymer lenght. HA antioxidant activity is
higher for LMW. In vivo absorption studies show better
bioavailability pattern for LMW in the short time, but they
suggest an activation of HA in time, which bring to an
increase of HA blood concentration, whatever molecular
weight considered.

These studies and literature data have brought to Full Spec-
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trum Technology development, which consists of a specific
HA spectrum of targeted defined molecular weights. Par-
ticularly, one of the cosmetic product coming from this
technology is Principhyal® Cube’, which has shown in an
ex vivo model of human reconstructed epidermis, to have
a better absorption than the LMW and the HMW taken
alone.

Key words: hyaluronic acid; sodium hyaluronate,; Full
spectrum technology, LMW, HMW,; Cube?; percutaneous
absorption; skin.

Abstract

L'acido ialuronico (HA) & un polimero naturale, che si tro-
va soprattutto nei tessuti connettivi. Esso viene utilizzato
come dispositivo medico iniettabile principalmente per il
trattamento di patologie articolari e per ridurre le rughe.
Nell’organismo, I'acido ialuronico & presente sotto forma
di polimero di differenti pesi molecolari (alto: HMW, bas-
so: LMW e polimeri intermedi). Studi in vitro hanno di-
mostrato che quelli con peso molecolare inferiore hanno
una migliore biodisponibilita, ma sono meno resistenti alla
degradazione della ialuronidasi. L'attivita anti-infiammato-
ria varia in funzione del tempo di incubazione e dipende
dal grado di polimerizzazione, mentre quella antiossidan-
te e superiore per i bassi pesi molecolari. Studi di assorbi-
mento in vivo mostrano pattern di biodisponibilita migliori
per i bassi pesi molecolari nel breve termine, ma suggeri-
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scono un'attivazione dell’acido ialuronico nel tempo che
comporta I'aumento della concentrazione nel sangue e
prescinde dal peso molecolare. Le evidenze provenienti da
questi studi e da dati di letteratura hanno portato allo svi-
luppo della Full spectrum technology, che consiste in un
acido ialuronico caratterizzato da uno spettro specifico di
pesi molecolare per target definiti. In particolare, un pro-
dotto cosmetico derivante da tale tecnologia Principhyal®
Cube?, ha mostrato in un modello ex vivo di epidermide
umana ricostruita di avere un assorbimento percutaneo
maggiore rispetto a sodio ialuronato a basso e ad alto peso
molecolare presi singolarmente.

Parole chiave: acido ialuronico; sodio ialuronato; Full
spectrum technology; LMW, HMW, Principhyal® Cube?,
assorbimento percutaneo; pelle.

Introduzione

L'acido ialuronico (HA) & una sostanza naturale isolata per
la prima volta nel 1934 da Karl Meyer e John Palmer, a
partire dall'umor vitreo di occhio bovino. (1). Questo com-
posto & un polisaccaride, precisamente un glicosammino-
glicano non sulfonato, costituito da monomeri alternati di
N-acetilglucosammina e acido glucuronico, uniti mediante
legami glicosidici p-1,4 e p-1,3 (Figural). E un polimero
lineare, con un elevato peso molecolare.

L'acido ialuronico & presente nell'uomo, negli animali, nei
batteri, nelle alghe e nei lieviti. E un importante costituen-
te della matrice extracellulare e nell’'uomo si trova nei tes-
suti connettivo, epiteliale e nervoso (2, 3, 4).

Esso viene sintetizzato attraverso una reazione biochimica
consistente nella polimerizzazione di acido glucuronico e
N-acetilglucosammina e catalizzata dall’enzima ialuronato

sintasi (HAS), presente sotto forma di tre isoenzimi, HAS-1,
HAS-2 e HAS-3, i quali producono polimeri di acido ialuro-
nico di differente peso molecolare.
L'acido ialuronico e caratterizzato da elevate viscoelastici-
ta, biocompatibilita, igroscopicita e capacita di ritenzione
dell’'acqua, dovuta all’'elevata polarita. Infatti & presente
nell'uomo sotto forma di sali (ialuronati) di sodio, calcio,
magnesio o potassio, gruppi polari che rendono la macro-
molecola capace di legare acqua.
Dal punto di vista biologico, questo polimero & coinvolto
in numerosi processi cellulari, come la differenziazione, la
proliferazione, lo sviluppo, la migrazione, il riconoscimento
cellula-cellula (2).
Le proprieta chimico-fisiche delle soluzioni di acido ialuro-
nico, inoltre, sono influenzate dalla sua concentrazione e
dal relativo peso molecolare (MW) (2).
Tra le piti importanti azioni biologiche esercitate dall’acido
ialuronico ad alto peso molecolare (HMW HA con MW >
108 Da) rientrano quella lubrificante (ad esempio nel liqui-
do sinoviale), quella immunosoppressiva e quella angioge-
nica (6). Inoltre, la macromolecola é coinvolta nei processi
inflammatori, nella riparazione dei tessuti e nella guarigio-
ne delle ferite (6). In alcune condizioni patologiche, quali
I'artrite reumatoide, l'ipertensione e alcune patologie pol-
monari, 'HMW HA viene convertito in acido ialuronico a
basso peso molecolare (LMW HA), con MW compreso tra
210* Da e 108 Da (7), e in grado di rimodellare la matrice
extracellulare e con attivita pro-infiammatoria e pro-angio-
genica (6, 8).
L'acido ialuronico e stato nel tempo oggetto di molte ricer-
che e studi, ma in letteratura vi sono scarsi esempi di test
clinici sull'uomo, ancor meno relativi al suo uso orale.
Per via intra-articolare, il polimero si e rivelato efficace
nella prevenzione e nel trattamento dell’o-
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steoartrite, una patologia caratterizzata da
depolimerizzazione dell’acido ialuronico.(2,
9-15). Pochi dati raccolti dallo stesso autore
hanno riportato che I'acido ialuronico € in

raggi UV, fumo e sostanze inquinanti, fatto-
ri che riducono la quantita di acido ialuroni-
co nella pelle, inibendo la proliferazione dei
fibroblasti e la sintesi endogena dello stesso
(16, 17, 18).
) Nonostante la carenza di dati di efficacia, la
sicurezza intrinseca del prodotto dovuta alla
y,

sua ubiquita in diversi tessuti umani, ha fat-
to si che lo stesso venisse commercializzato
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come integratore alimentare negli Stati Uniti e in Europa,
per il dolore alle articolazioni (9) in pazienti affetti da oste-
oartrite, e in Giappone per I'idratazione della pelle e il trat-
tamento delle rughe (2, 19, 20). Oggi il valore del mercato
globale dell’acido ialuronico ammonta a circa 8.3 miliardi
di dollari (dati 2018) ed & proiettato a crescere ad un tasso
annuale del 7,8% fino al 2026. Il settore nutraceutico co-
stituisce solo il 10% di questo e muove circa 80 tonnellate
solo in Europa, mentre i settori ad oggi piu sviluppati sono
quello cosmetico (15%) e farmaceutico (45%).

Ad oggi sono pochi gli studi sulla farmacocinetica dell'a-
cido ialuronico in ambito umano. In uno dei primi studi
fatto sull'uomo, era stato riscontrato che I'emivita pla-
smatica del composto, in seguito a iniezione di HMW HA
marcato con trizio, era compresa tra 2,5 e 5,5 minuti (21),
pertanto & possibile supporre che il composto non abbia
un‘elevata biodisponibilita orale. Tuttavia, e stato visto
che, dopo somministrazione orale di HMW HA marcato
radioattivamente con tecnezio in ratti Wistar e cani Beagle
la macromolecola era in grado di accumularsi nelle artico-
lazioni, nelle vertebre, nella pelle e nelle ghiandole salivari,
verosimilmente attraverso il sistema linfatico e non il flusso
sanguigno (22). E stato inoltre ipotizzato che I'acido ialu-
ronico fosse idrolizzato nel sistema digerente e i frammenti
del polisaccaride venissero assorbiti - come dimostrato in
uno studio sui topi (23) - per essere successivamente riu-
niti a formare acido ialuronico (22). Questo spiegherebbe
le maggiori concentrazioni della macromolecola in alcuni
tessuti rispetto ai livelli plasmatici. Il peso molecolare & un
fattore chiave per I'entita dell’assorbimento, il quale & do-
se-dipendente e inversamente proporzionale al peso mo-
lecolare (24). L'acido ialuronico non si accumula in maniera
significativa a livello plasmatico (2).

Materiali e metodi
Materiali
Negli esperimenti in vitro, volti a valutare biodisponibilita,
effetto antinfiammatorio, effetto antiossidante e stabilita
dell’'HA, sono stati testati i sequenti ingredienti a base di
HA con peso molecolare standardizzato:
ExceptionHYAL® HW (1,8 — 2,2 MDa);
ExceptionHYAL® MW (1,0 - 1,8 MDa),
ExceptionHYAL® LW (200 — 600 kDa),
ExceptionHYAL® XLW (50 — 200 kDa).
Nello studio sulla biodisponibilita nell'uomo sono stati
testati solamente HW, MW e XLW.
Nello studio relativo all’assorbimento percutaneo é stata
utilizzata una materia prima costituita da sodio ialuro-
nato a differente peso molecolare (Full spectrum) deno-
minato Principhyal® Cube3. Il composto, costituito da
una polvere bianca solubile in acqua, e stato utilizzato
ad una concentrazione dello 0,5% e miscelato per creare
una crema base con i seguenti ingredienti: acqua, PEG-
6 stearato, ciclopentasilossano, isononil isononanoato,
PEG-32 stearato, gliceril stearato, glicol stearato, diso-
dio EDTA, gomma xantana, magnesio nitrato, magnesio
cloruro, trietanolammina, metilcloroisotiazolinone, me-
tilisotiazolinone. Come riferimento, sono state utilizza-
te due creme base contenenti sodio ialuronato LMW e
HMW alle stesse concentrazioni della materia prima in
esame.
Per valutare I'efficacia dell’ingrediente secondo tecno-
logia Full Spectrum rispetto agli ingredienti standard, i
prodotti sono stati testati su un modello di epidermide
umana ricostruita (RHE- Skinethic Laboratories, Francia)
costituito da normali cheratinociti umani in coltura su un
filtro inerte di policarbonato all'interfaccia aria-liquido.
Tale modello & formato da tessuto multi-

-

dell’epidermide ricostruita

ex vivo

in vivo

Struttura dell’epidermide in vivo e struttura

strato vivo, molto simile all’organizzazione
dell’epidermide umana in vivo (Figura 2).
Il modello esprime i maggiori marker di
differenziazione (filaggrina e involucrina
negli strati di cellule laminari, transglu-
taminasi | e cheratina 10 negli strati di
cellule soprabasali, loricrina negli strati di
cellule granulari superiori) e di membrana
basale (collagene di tipo IV, integrina a6 e
B4, laminina | e V, antigene BP). Tra i lipidi
sono presenti acidi grassi liberi e ceramidi.
Il modello presenta normale secrezione e
J organizzazione del contenuto del bilayer
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negli spazi intercellulari degli strati che-
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ratinizzati, con formazione di una normale barriera di
permeabilita (25-35).

Sono state eseguite delle procedure di controllo di quali-
ta. Su un pellet di cellule dello stesso ceppo, e stata veri-
ficata I'assenza di HIV-DNA pro-virale integrato e di DNA
virale di epatite C, mediante analisi PCR. Sul surnatante
della coltura, e stata verificata I'assenza di antigene HBs
dell’epatite B, di batteri, funghi e micoplasmi.

Valutazione della biodisponibilita in fluidi che
simulano i fluidi gastrointestinali

2,5 g di ogni campione e 1,0 mL di una soluzione di HCI
0,85 M contenente 24000 U di pepsina di maiale per mL
sono stati miscelati e vortexati. Il materiale é stato trasferi-
to quantitativamente nei tubi per dialisi (18 cm di lunghez-
za, 1,6 cm di diametro, limite di peso molecolare: 12000-
14000, Sigma Chemical Co.) e incubato in un bagno
d'acqua (20 mL) a 39 °C per 120 minuti. Dopo il periodo
di incubazione della pepsina, la quantita di HA assorbito
¢ stata determinata per via spettrofotometrica (36). Ogni
esperimento é stato effettuato in triplicato.

Alla fine dei 120 minuti di digestione della pepsina, i cam-
pioni sono stati trasferiti quantitativamente nei tubi per
dialisi e 1,3 mL di una soluzione di NaHCO, 0,8 M, conte-
nente 22,60 mg di pancreatina di maiale per mL (8 x USP)
sono stati miscelati al materiale digerito in precedenza. |l
tubo per dialisi e stato, quindi, sigillato con un morsetto su
ogni estremita. Esso (18 cm di lunghezza, 1,6 cm di diame-
tro, limite di peso molecolare: 12000-14000, Sigma Che-
mical Co.) & stato posto in una beuta da 50 mL contenente
20 mL di soluzione di succinato 0,05 M. | campioni sono
stati incubatia 39 °C a 120 rpm per 6, 12 e 24 ore. Dopo il
tempo di incubazione della pancreatina, la quantita di HA
idrolizzato & stata determinata per via spettrofotometrica
(36). Ogni esperimento & stato effettuato in triplicato.

Valutazione dell’effetto antinfiammatorio

La quantita di radicale nitrossido (NO-), generato da nitro-
prussiato di sodio, & stata misurata secondo un metodo
riportato in letteratura (37). La miscela di reazione (5,0 mL)
contenente nitroprussiato di sodio (5 mM) in soluzione sa-
lina tampone fosfato (pH 7,3) & stata incubata a 25 °C
per 180 minuti davanti a una fonte di luce visibile poli-
cromatica (25 W, lampada di tungsteno). Il radicale NO-
cosi generato ha interagito con I'ossigeno per formare lo
ione nitrito (NO%), che & stato saggiato a intervalli di 30
minuti aggiungendo a 1,0 mL di soluzione di incubazione
la stessa quantita di reattivo di Griess (1% sulfanilammide

25 S ——

in acido fosforico al 5% e naftiletilendiammina dicloridra-
to allo 0,1%). L'assorbanza del cromoforo (azocolorante
viola) che si & formato durante la diazotazione degli ioni
nitrito con sulfanilammide e il conseguente accoppiamen-
to con naftiletilendiammina dicloridrato e stata misurata
a 546 nm. Il nitrito & stato valutato utilizzando una curva
standard basata su soluzioni di sodio nitrito a concentra-
zione nota. Ogni esperimento & stato condotto almeno 3
volte e i dati sono stati presentati come la media di 3 de-
terminazioni indipendenti.

Valutazione dell’effetto antiossidante

Per la valutazione delle proprieta di scavenging di radicali
liberi del campione, e stata misurata la reattivita nei con-
fronti del radicale libero 2,2'-difenil-1-picrilidrazile (DPPH)
(38). A questo scopo, 30 mg di ogni campione sono stati
dispersi in 6 mL di etanolo e poi 4 mL di soluzione etano-
lica di DPPH (1,2 mM). Il campione & stato incubato in un
bagno d’acqua a 25 °C e, dopo 15 minuti, I'assorbanza del
DPPH rimanente ¢ stata determinata colorimetricamente a
517 nm. Ogni esperimento é stato condotto in triplicato.

Valutazione della stabilita alla ialuronidasi

5 mL di una soluzione 5 mM di HA e 5 mL di acqua puri-
ficata sono stati incubati con 5 mL di 4,106 UI/mL di una
soluzione contenente 4,106 Ul/mL di ialuronidasi (HAasi) a
37 °Cin un tubo per dialisi (39, 40). Le reazioni sono state
fermate a 24 ore e la stabilita dell’'HA nei confronti della
ialuronidasi é stata valutata calcolando la percentuale di
perdita di peso utilizzando |'equazione 1.

1-2 1*100

Ogni esperimento é stato condotto in triplicato.

Valutazione dell’assorbimento/nell’'uomo

Per valutare I'entita dell’assorbimento e della biodisponibi-
lita di HA a diverso peso molecolare, é stato condotto uno
studio di screening su 15 soggetti divisi in 3 gruppi da 5,
che hanno assunto rispettivamente 200 mg dei prodotti
ExceptionHYAL® XLW, ExceptionHYAL® MW ed Excep-
tionHYAL® HW. Prelievi ematici sono stati esequiti sui sog-
getti a distanza di 2, 4, 6, 8, 10 e 24 ore dall’assunzione
dellintegratore (T2h, T4h, T6h, T8h, T10h e T24h), per
costruire una curva di assorbimento di HA tempo-dipen-
dente. Valutati i livelli ematici di HA, e stato poi possibile
procedere al dosaggio dei livelli di glicosamminoglicani su-
gli stessi campioni di plasma opportunamente conservati.
Le analisi sono state svolte sui campioni ematici attraverso
metodo CLIA (saggio di chemiluminescenza).
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Valutazione della penetrazione del prodotto nel
modello di RHE

| prodotti sono stati applicati al modello di RHE a 2,0 mg/
cm? (per un totale di 1,0 mg di prodotto, contenenti 5 ug di
Principhyal® Cube? e dei riferimenti LMW e HMW) e incu-
bati per 0,5, 2 e 24 ore in una camera termostata a 37 °C e
con 5% di CO,. Ad ogni intervallo di tempo sperimentale,
il mezzo di coltura sotto I'RHE & stato raccolto e conserva-
to a -80 °C per le successive analisi attraverso il test ELISA.
Principhyal® Cube® e i riferimenti sono stati quantificati
lo stesso giorno utilizzando lo Hyaluronan Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay Kit (K-1200, Tebu-bio).

Analisi statistica

L'entita della penetrazione dei prodotti & stata quantificata
ed espressa come quantita totale in ug e come percentuale
della quantita di prodotto nel mezzo di coltura rispetto al

prodotto applicato sulla superficie della pelle. | dati sono
stati soggetti ad analisi statistica mediante il T-test per con-
fronti a coppie. Le differenze sono considerate significative
per p < 0,05.

Risultati e discussione

Dalla letteratura scientifica si riscontra che I'HA & presen-
te nell’organismo sotto forma di molecole a diverso peso
molecolare, le quali sono responsabili di numerosi processi
fisiologici.

Studi in vitro condotti internamente su ingredienti a peso
molecolare standardizzato (ExceptionHYAL® HW, MW,
LW, XLW), hanno dimostrato che ciascun polimero eserci-
ta una diversa attivita in merito a biodisponibilita, effetto
antinfiammatorio, capacita antiossidante e resistenza alla
degradazione enzimatica. Nel dettaglio, e stata valutata la
biodisponibilita in fluidi che mimano il contenuto gastroin-
testinale. E emerso che la biodisponibilita

f

dopo 2, 8, 16 e 24 ore

Valori di biodisponibilita dei 4 ingredienti

risultava essere migliore per le macromole-
cole a peso inferiore quali LW (compreso tra
200 e 600 kDa) e XLW (compreso tra 50 e

Valori di attivita di scavenging percentuale
del radicale nitrossido
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HA Biodisponibilita (%) 200 kDa) e considerevolmente mferlor.e per
HW (compreso tra 1,8 e 2,2 MDa), a distan-
2h gh 16h 24h zadi 2, 8, 16 e 24 ore, ma questa aumenta-

HW 1+0,1 8+0,5 11+£04 15+0,8 va nel tempo per tutti i polimeri.
MW 4+0,3 30+0,4 43+04 58 + 0,8 | dati sulla blOdISpOﬂlblllté sono riportati in
Tabella 1. Leffetto antinflammatorio & stato

LW 7+04 47 +0,4 54 +1,1 71+£08 AN .
espresso come attivita scavenging percen-
XLW 6+04 4604 52£09 68 £0,8 tuale del radicale nitrossido (NO-), che reagi-

sce con l'anione superossido a formare I'a-
nione perossinitrito, un forte ossidante (37)
che induce anche danno infiammatorio.

Dopo 2 ore, I'attivita di scavenging risultava
essere inversamente proporzionale al peso
molecolare, mentre, dopo 8, 16 e 24 ore,
aumentava per HW e MW (compreso tra
1,0 e 1,8 MDa) e diminuiva per LW. Tale

HA Attivita di scavenging % di NO- andamento suggerisce un‘attivazione dei
T=0 2h 8 h 16 h 24 h frammenti di HA con un determinato range
di peso molecolare, in quanto evidente per

HW 16+£0,9 33+£0,7 8008 84+0,9 76 £1,1 . : .
LW e XLW nei primi stadi del test, ma ridot-
Mw 1707 | 5709 | 79+07 | 810 | 76+09 ta a lungo termine e allo stesso tempo cre-
LW 19+£09 | 72+1,2 67 +1,1 59 + 1,1 53+ 1,3 scente per HW e MW dopo 8 ore. Questo
XLW 19211 73212 6809 6112 55+ 0,7 trend & in linea con dati riportati in lettera-

tura secondo cui oligomeri dell'HA esercita-
no attivita pro-inflammatoria (6).

| dati sull'effetto antinfiammatorio sono
schematizzati in Tabella 2.



Pharmanutrition
a@Functional Foods

L'attivita antiossidante, testata mediante il saggio spettro-
fotometrico del DPPH, é stata espressa come percentuale
di inibizione del radicale DPPH. Questo valore € maggio-
re nel caso dei piu bassi gradi di polimerizzazione quali
LW (12% =+ 0,9%), se comparato a MW (9% + 0,8%).
Infine, la stabilita delle preparazioni é stata valutata at-
traverso il trattamento con ialuronidasi, I'enzima che de-
grada I'HA, presente nella pelle e nell'intestino. La per-
centuale di degradazione del polimero & inversamente
proporzionale al peso molecolare, quindi le molecole con
peso molecolare piu alto sono risultate piu stabili all’a-
zione della ialuronidasi a causa del maggiore ingombro
sterico che ostacola I'interazione ottimale tra enzima e
substrato. | valori di degradazione percentuale sono ri-
portati in Tabella 3.

Inoltre, da uno studio pilota condotto somministrando
nell'uomo, per os, 200 mg di ogni tipologia di HA, al
fine di valutare I'assorbimento dell’'HA a 3 differenti pesi

r

Valori di degradazione percentuale
dopo trattamento con ialuronidasi

dei 4 ingredienti

HW 21+0.7
MW 57+1.0
LW 67 +1.5
XLW 78+1.2

molecolari (ExceptionHYAL® XLW, MW e HW), & emerso
che solo XLW mostra un picco di assorbimento tra 4
e 6 ore dopo la somministrazione, con una variazione
massima rispetto al valore basale compresa tra il 34,7 %
ed il 39,9% rispettivamente. Diversamente, HW e MW
non mostrano alcun picco di assorbimento evidente, ma
dopo 12 ore mostrano un trend crescente nella concen-
trazione dell’HA nel sangue. Le Tabelle 4, 5 e 6 riportano
i dati relativi alla biodisponibilita nell'uomo.

Risulta evidente, quindi, come il grado di polimerizza-
zione dell’'HA influisca nettamente sulla prestazione
dell'ingrediente, a seconda del modello di studio scelto
e fornisca quindi in vivo una risposta fisiologica parziale
o selettiva. Di contro, poiché la pelle, i tessuti connet-
tivi e il liquido sinoviale sono costituiti da HA a diverso
peso molecolare e tale fine composizione & responsa-
bile dell’equilibrio tra omeostasi e infammazione, si &
ritenuto opportuno investigare |'efficacia di un prodotto
che mimasse quanto piu possibile la composizione dello
spettro complesso di HA e non quello a peso molecolare
specifico. A sostegno di questa ipotesi infatti, D' Agosti-
no et al. hanno dimostrato in vitro la migliore prestazio-
ne di un complesso ibrido formato da HMW HA e LMW
HA rispetto agli stessi presi singolarmente, in termini di
velocita di guarigione delle ferite (maggiore espressione
del collagene di tipo | e della metalloproteasi della matri-
ce MMP-2) e di stabilita all’azione della ialuronidasi, sia a
basse che ad alte concentrazioni (41).

In base allo stato fisiologico dell’epitelio, i recettori cel-
lulari, specialmente CD44, riconoscono e legano i vari
frammenti di HA. In particolare, in condizioni fisiologiche
CD44 si lega a HMW HA. In condizioni di stress (infiam-

Dati di assorbimento/biodisponibilita. | dati sono riportati in ng/mL.

HA 74,83 81,73 100,81 104,65 83,21 57,19 109,93
X Totale 78,27 92,24 106,67 108,09 87,95 61,19 113,93

HA 48,06 50,46 40,64 50,47 46,00 43,14 59,82
MW Totale 54,11 56,13 51,34 55,40 50,93 48,44 68,47

HA 64,69 51,79 51,35 62,92 40,41 42,56 79,75
W Totale 69,06 58,39 55,91 68,41 49,06 48,98 85,42

E)
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mazione, radicali liberi, ecc.), HMW HA viene degradato,
formando LMW HA, che si lega al recettore, riducendo
I'effetto antimitogeno di CD44 e innescando il processo
flogistico (42). Il complesso CD44-LMW HA attiva, quin-
di, la catena enzimatica Rac e la ciclina D1, inducendo
proliferazione cellulare e infine spegnendo l'infiamma-
zione. Col ritorno all’'omeostasi, viene sintetizzato nuo-
vo HMW HA, che ritorna a interagire con CD44 (42).
Questa regolazione dei due diversi meccanismi permette
alla cellula di reagire con piu sensibilita, generando una
risposta adattativa.

A partire da queste evidenze basate sui test svolti in Uni-
versita della Calabria, ROELMI HPC ha sviluppato una
nuova tecnologia, denominata Full spectrum techno-
logy, che non si basa sulla miscelazione di molecole di
HA a diverso peso molecolare come nei test descritti in
precedenza, ma che coinvolge il processo stesso di pro-

duzione dell’'HA. Questo processo biotecnologico, viene
modulato in termini di temperatura, tempo e pressione,
per ottenere uno spettro di composti a differente peso
molecolare e, soprattutto, viene modulato in continuo e
non con step definiti. Si ottiene dunque un range di pesi
molecolari che lavorano sinergicamente, come avviene
normalmente nell’organismo, permettendo una modu-
lazione dei processi fisiologici pitu complessa rispetto a
quella che potrebbero svolgere le molecole di HA con
unico peso molecolare.

L'assorbimento percutaneo di un ingrediente cosmetico
prodotto con la tecnologia Full spectrum (Principhyal®
Cube?), & stato confrontato con prodotti di HA a singolo
peso molecolare, overo LMW e HMW, utilizzando un
modello ex vivo di epidermide umana ricostruita. Si e
osservato che sia a breve (mezz'ora) che a lungo ter-
mine (24 ore) la penetrazione di Principhyal® Cube?é

f Dati di assorbimento/biodisponibilita. | dati sono riportati come variazione % rispetto al TO
HA 9,2% 34,7% 39,9% 11,2% -23,6% 46,9%

XLW GAG 205,4% 70,3% 0,0% 37,8% 16,2% 16,2%

Totale 17,8% 36,3% 38,1% 12,4% -21,8% 45,6%

HA 5,0% -15,4% 5,0% -4,3% -10,2% 24,5%

MW GAG -6,2% 76,9% -18,5% -18,5% -12,3% 43,1%

Totale 3.7% -5,1% 2,4% -5,9% -10,5% 26,5%

HA -19,9% -20,6% -2,7% -37,5% -34,2% 23,3%

HW GAG 51,1% 4,3% 25,5% 97,9% 46,8% 29,8%

Totale -15,4% -19,0% -0,9% -29,0% -29,1% 23,7%

Livelli sierici di HA. | dati sono riportati

XLW HA 58,25 83,61 59,30 79,35 76,41 75,5 78,11
MW HA 43,54 49,21 41,54 59,28 49,51 72,61 51,74
HW HA 56,89 55,41 45,62 50,52 49,27 59,92 50,25
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Penetrazione di RHE espressa come media + deviazione standard e percentuale

0,5 ore 2 ore 24 ore
Media = % di Media = % di Media = % di
e enetrazione CEErEe enetrazione CEEHEe enetrazione
standard P standard P standard P
Cube3 0,071 + 0,005 1,4% 0,137 £ 0,007 2,7% 0,535 +0,016 10,7%
LMW 0,060 + 0,003 1,2% 0,117 £ 0,010 2,3% 0,345 + 0,030 6,9%
HMW 0,040 + 0,002 0,8% 0,074 + 0,005 1,5% 0,235 + 0,011 4,7%

J

risultata nettamente superiore a quella di LMW e HMW,
a parita di dosaggio applicato, come si evince dai dati

in Tabella 7.

T-test per confronto a coppie - 0.5 ore:
0.5% Cube®vs 0.5% LMW p = 0.307 ns
0.5% Cube?vs 0.5% HMW p = 0.041 s
0.5% LMW vs 0.5% HMW p = 0.108 ns
T-test per confronto a coppie - 2 ore:
0.5% Cube? vs 0.5% LMW p = 0.063 ns
0.5% Cube?vs 0.5% HMW p =0.015 s
0.5% LMW vs 0.5% HMW p = 0.051 ns
T-test per confronto a coppie - 24 ore:
0.5% Cube?vs 0.5% LMW p = 0.032 s
0.5% Cube? vs 0.5% HMW p = 0.007 s
0.5% LMW vs 0.5% HMW p = 0.015 s

s = variazione significativa

ns = variazione non significativa

s
HMW espressa come aumento percentuale
LMW HMW
0,5 ore +14,0% +88,8%
2 ore +19,6% +80,0%
24 ore +55,0% +125,3%

_J

Dai test ex vivo e emerso che, dopo ognuno degli inter-
valli di tempo, Principhyal® Cube? ha avuto un grado di
penetrazione maggiore rispetto ai due riferimenti LMW
e HMW. Il confronto tra Principhyal® Cube? e i due rife-
rimenti e riportato in Tabella 8.

Conclusioni

L'HA, utilizzato in cosmetica e in nutraceutica per la ca-
pacita idratante sulla pelle, anti-aging e nella cura delle
articolazioni, & presente nell’organismo sotto forma di
diversi pesi molecolari, ognuno dei quali attiva pathway
biochimici molto diversi. Studi in vitro e ex vivo hanno
dimostrato che polimeri di HA a peso molecolare speci-
fico, mostrano performance diverse in ciascun modello
selezionato, rendendo impossibile la scelta di un deter-
minato HA efficace a 360°. Difficilmente & possibile
mimare questi meccanismi allo stesso tempo, sommini-
strando per via orale o topica prodotti a peso molecola-
re standardizzato o miscele di essi.

Per rispondere a questa esigenza, é stata sviluppata la
tecnologia Full Spectrum, al fine di creare prodotti a
spettro specifico per ogni target, in termini di assorbi-
mento ed efficacia.

Dai migliori dati di assorbimento percutaneo di Princi-
phyal® Cube?, realizzato con la Full spectrum techno-
logy, rispetto a HA LW e HW, si ha un’ulteriore confer-
ma della superiorita dei prodotti costituiti da un range
di pesi molecolari di HA piuttosto che da HA a singolo
peso molecolare. Alla luce di questi incoraggianti risul-
tati, si rendono necessari trial clinici per dimostrare la
performance di prodotti derivanti dalla Full spectrum te-
chnology sia in cosmetica, con applicazione topica, che
nutraceutica, via assunzione orale.
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Abstract

Background: Asymptomatic hyperuricemia is an emer-
gent risk factor for cardiovascular and metabolic disorders
whose incidence is strongly increasing in the next decades.
The impact of life-style improvement on serum uricemia is
relatively scarce while conventional drugs are only indicat-
ed for the treatment of more severe hyperuricemia and
are frequently associated to not rare adverse events. In this
context, a combined nutraceutical has been developed
(Aisuricin 1000 mg® ) whose components have demon-
strated uric acid lowering effect in humans.

The aim of our real practice trial was to test the effect of
Aisuricin 1000 mg® in subjects affected by moderate as-
ymptomatic hyperuricemia.

Methods: Aisuricin 1000 mg® (containing Quercetin (200
mq), Prunus cerasus titrated at 5% of antocyanidine (300
mg) and Vitamine C (500 mg)) was administered once daily
for one month to 40 consecutively enrolled adult subjects
(both men and women) affected by asymptomatic hyper-
uricemia. The parameters monitored at both baseline and
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at the end of the study were: body mass index, fasting
plasma glucose and tolerability of the tested product.
Results: No enrolled subject experienced any adverse event
during the tested product assumption. The mean levels of
serum uric acid meanly improved from 7,7+0,9 mg/dL to
6,3+0,4 mqg/dL (p<0,05 vs baseline). The mean observed
reduction was similar in men and women.

Conclusion: In this preliminary open study, carried out in
the setting of clinical practice, the tested combined nutra-
ceutical Aisuricin 1000 mg® showed a significant serum
uric acid lowering effect in subjects affected by asymp-
tomatic hyperuricemia.

Abstract

Razionale: Liperuricemia asintomatica e un fattore di ri-
schio emergente per malattie cardiovascolari e metaboli-
che in netto incremento negli ultimi anni. L'impatto delle
modificazioni dello stile di vita su questo parametro e re-
lativamente scarso, mentre la terapia farmacologica & in-
dicata solo per le forme di iperuricemia piu severa e non
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scevra di eventi avversi. In questo contesto & stato svilup-
pato un prodotto nutraceutico combinato (Aisuricin 1000
mg® ) i cui componenti hanno dimostrato qualche attivi-
ta ipouricemizzante nell'uomo. Lo scopo di questo studio
condotto in condizioni di “real practice” ha inteso testare
gli effetti di Aisuricin 1000 mg®, in soggetti affetti da mo-
derata iperuricemia asintomatica.

Metodi: Aisuricin 1000 mg® (contenente Quercetina
(200 mq), Prunus cerasus titolato al 5% di antocianidine
(300 mg) e Vitamina C (500 mg)) ¢ stato quindi sommini-
strato alla dose di 1 bustina/die, per 1 mese a 40 soggetti
adulti (uomini e donne) consecutivamente arruolati, affetti
da iperuricemia asintomatica. | parametri monitorati alla
baseline e a fine studio sono stati: indice di massa corpo-
rea, glicemia a digiuno, uricemia a digiuno, tollerabilita del
prodotto testato.

Risultati: Nessun soggetto arruolato ha lamentato eventi
avversi in corso di assunzione del prodotto testato a fronte
di una riduzione media dei valori di uricemia da 7,7+0,9
mg/dL a 6,3+0,4 mg/dL (p<0,05 vs basale). La riduzione di
uricemia osservata e stata simile in uomini e donne.
Conclusione: in questo studio in aperto condotto in condi-
zioni di pratica clinica il nutraceutico combinato Aisuricin
1000 mg® e risultato svolgere efficacie azione ipourice-
mizzante in soggetti affetti da iperuricemia asintomatica.

Introduzione

Con il termine iperuricemia asintomatica si intende una
condizione caratterizzata, in assenza di qualsiasi sinto-
mo, da valori di acido urico nel sangue tali da indurre
il rischio di deposizione di urati nelle articolazioni o nei
tessuti: la soglia di valore ottimale & fissata a 7 mg/dl
nell'uomo e 6,5 mg/dl nella donna, valori al di sopra dei
quali & possibile la saturazione nel sangue dell’acido uri-
co e quindi la sua precipitazione sotto forma di cristalli.
Alcune indicazioni recenti di letteratura suggeriscono
che i valori ottimali siano tuttavia notevolmente inferio-
ri, almeno inferiori a 6 mg/dl (1).

In condizioni normali, la quantita totale di acido urico
presente in forma diffusibile, a scambio rapido, nel pla-
sma e nei liquidi interstiziali (il cosiddetto pool miscibile)
é di circa 1000 mg, con oscillazioni che vanno dai 500
ai 1300 mg. Tale pool & mantenuto in equilibrio tra le
“entrate” e le “uscite”: le prime (input) sono rappresen-
tate dall'immissione in circolo di acido urico proveniente
in maggior parte dalla produzione endogena di purine
(pari a 600-700 mg) e in minor misura dall’apporto
esogeno alimentare (200 mg) e da quello conseguen-
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te al catabolismo degli acidi nucleici tissutali (100 mg);
le seconde (output) sono rappresentate in buona parte
dall’escrezione urinaria (400-600 mg), in misura minore
dall’eliminazione per via intestinale (100-200 mq) (2).
Considerato questo meccanismo di regolazione, un au-
mento dell’uricemia puo riconoscere fondamentalmen-
te due cause, vale a dire un aumento della sintesi o una
ridotta eliminazione urinaria di acido urico. L'apporto
alimentare invece non costituisce una causa importan-
te di iperuricemia, in quanto il massimo incremento di
acido urico ottenibile con una dieta ricca in purine, cosi
come la massima riduzione dell’'uricemia conseguente a
una restrizione alimentare di purine, & di circa 1 mg/dl.
Tale constatazione, unita al fatto che gli atomi che costi-
tuiscono I'anello purinico riconoscono un‘origine molto
semplice e varia (CO?, glicina, glutammina, acido aspar-
tico ecc.), e tra I'altro il motivo della limitata utilita delle
diete ipo-puriniche nel trattamento delle iperuricemie e
della gotta (3).

L'iperuricemia & un fattore di rischio cardiovascolare
indipendente, sempre piu riconosciuto dalla comunita
medico-scientifica. Dati recenti suggeriscono che |'ipe-
ruricemia sia anche fattore di rischio per lo sviluppo di
insufficienza renale, diabete di tipo 2 e demenza. L'ipe-
ruricemia e considerata un fattore di rischio di mortalita
soprattutto nelle donne, negli anziani e nei soggetti ad
elevato rischio cardiovascolare o affetti da preesistenti
malattie cardiovascolari (4).

La prevalenza dell'iperuricemia nei Paesi occidentali si
attesta tra 1’'8-10% della popolazione adulta con picchi
fino al 25-30% delle persone in sovrappeso o affetti da
Sindrome Metabolica (5).

L'effetto della modificazione dello stile di vita sui livel-
li di uricemia e relativamente scarso: le indicazioni ge-
nerali suggeriscono una dieta equilibrata, finalizzata al
controllo del peso corporeo (modello mediterraneo o
DASH) (6).

Alcune sostanze di origine naturale, particolarmente
concentrate in alcuni alimenti e piante medicinali pos-
sono influenzare positivamente i livelli di uricemia. Tra
gueste sostanze naturali & nota la quercetina che appar-
tiene a un gruppo di pigmenti vegetali chiamati flavo-
noidi, i quali esercitano attivita antiossidante eliminando
i radicali liberi che danneggiano le membrane cellulari.
Precisamente, la quercetina & un flavonolo che esercita
un effetto protettivo contro I'aterosclerosi interferendo
con I'attivita proaterogenica dei macrofagi e la risposta
pro-ossidante/pro-infiammatoria (7).
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La quantita di quercetina assunta giornalmente con
la dieta (25-30 mg) e molto lontana dal poter svolge-
re una qualsivoglia attivita biologica. Anche dopo un
pasto ricco di alimenti contenenti la molecola, dunque,
le concentrazioni ematiche sarebbero troppo basse per
giustificarne I'attivita che invece e associabile all’assun-
zione di dosi farmacologiche. La quercetina ¢ inibitore
di xantina ossidasi ed agisce pertanto inibendo la sintesi
di acido urico a partire dalle purine (8). In modelli precli-
nici, la quercetina esercita chiare azioni antinfiammato-
rie, ipouricemizzanti e nefroprotettive (9).

In uno studio in doppio cieco, cross-over vs placebo, ef-
fettuato su 22 pazienti pre-iperuricemici, la quercetina
é stata somministrata alla dose di 500 mg/die per 4 set-
timane. L'obiettivo primario dello studio era la riduzione
dell’acido urico dopo 2 e 4 settimane rispettivamente. |l
trattamento con quercetina ha ridotto le concentrazioni
plasmatiche di acido urico mediamente di 26.5 mcmol/L
(p<0.001)(10,11),

Anche le ciliegie (Prunus cerasus) contengono impor-
tanti quantita di flavonoidi, in particolare antociani e ca-
techine. In modelli preclinici il succo di ciliegia ha dimo-
strato di inibire I'attivita della xantina ossidasi epatica e
di svolgere attivita antinfiammatoria.(12) In uno studio
preliminare condotto su 10 donne volontarie sane I'as-
sunzione di 280 grammi di ciliegie e stato associato a
riduzione significativa dell’'uricemia del 14.5% rispetto
al basale (13). Uno studio clinico ha valutato gli effetti
della assunzione di ciliegie sulla funzione vascolare di
soggetti affetti da ipertensione borderline (14).

In un altro studio in cieco randomizzato, sono stati som-
ministrati a 12 volontari sani (eta media 26 anni), 2 dosi
di succo concentrato di ciliegie: circa 30 ml del succo
concentrato miscelato con 100 ml di acqua (equivalente
a 90 ciliege intere) o 60 ml di succo concentrato mesco-
late con 100 ml di acqua. Tale studio ha evidenziato che
il succo di ciliegia ha ridotto i livelli ematici di acido urico
e di proteina C-reattiva (15). In uno studio caso-control-
lo condotto su 633 soggetti affetti da gotta il consumo
di estratto di ciliegie ha determinato la riduzione del
35% del rischio di un nuovo attacco gottoso acuto, ri-
duzione che arrivava al 75% quando il consumo di cilie-
ge veniva associato ad allopurinolo (16).

La vitamina C e il pit potente antiossidante idrosolubi-
le presente nel plasma sanguigno e agisce anche come
rigeneratore di vitamina E e di specie cationiche radicali-
che di carotenoidi. Le piante ed alcuni organismi animali
sono in grado di sintetizzarla a partire dai glucidi, men-
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tre I'uomo non e capace disintetizzarla e deve introdurla
con gli alimenti. E noto I'effetto sinergico delle vitamine
E, C e del B-carotene come “scavengers” nei confron-
ti di specie reattive dell’azoto. In uno studio in doppio
cieco controllato con placebo la Vitamina C sommini-
strata alla dose di 500 mg per due mesi in 184 pazienti
affetti da iperuricemia ha determinato una significativa
riduzione (p<0,0001) dell’acido urico (17). In uno studio
osservazionale della durata di 20 anni la Vitamina C ha
ridotto il rischio di gotta in modo dose-dipendente. In
tale studio osservazionale prospettico su 1317 pazienti
iperuricemici, la Vitamina C ha confermato la riduzione
significativa del rischio di insorgenza di gotta (18).
Inoltre, nello stesso studio, é stata valutata I'associazio-
ne tra il consumo di vitamina C e la concentrazione di
acido urico nel sangue in piu di 1300 uomini non iperte-
si e con un indice di massa corporea (BMI) inferiore a 30.
Un consumo maggiore di vitamina C si e rivelato asso-
ciato in modo significativo a una minore concentrazione
di acido urico, dopo aver tenuto conto di diversi fattori
tra cui fumo, etnia, BMI, pressione sanguigna, presenza
di gotta, assunzione di aspirina, introito calorico. Inol-
tre, in chi assumeva piu vitamina C é stata evidenziata
una minore prevalenza di iperuricemia.

Secondo gli autori della ricerca questi dati supportereb-
bero un potenziale ruolo della vitamina C nella preven-
zione dell'iperuricemia e della gotta.

Lo scopo di questo studio condotto in condizioni di
“real practice” ha inteso testare gli effetti di Aisuricin
1000 mg®, un nutraceutico combinato, in soggetti af-
fetti da moderata iperuricemia asintomatica.

Materiali e metodi

Per questo studio sono stati consecutivamente arruolati 40
soggetti adulti sani (22 uomini e 18 donne) affetti da sola
iperuricemia asintomatica.

Criteri di inclusione

e Uomini con acido urico sierico >7 mg/dL o donne con
acido urico >6.5 mg/d|

Eta compresa tra 28 e 67 anni

® BMI > 25 e <35 kg/m2

Criteri di esclusione

e Soggetti affetti da iperuricemia sintomatica

® Soggetti in prevenzione secondaria per patologia cardio-
vascolare o diabetici

e Soggetti in trattamento con farmaci potenzialmente
influenzanti i valori di acido urico (in particolare diuretici
tiazidici)
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¢ Soggetti con insufficienza epatica o renale

e Soggetti in gravidanza o sospetta gravidanza

¢ Soggetti non in grado di comprendere le finalita dello
studio

Tutti i pazienti sono stati sottoposti ad un periodo di
dieta di stabilizzazione di 4 settimane, finalizzata alla
standardizzazione delle abitudini alimentari ed alla cor-
rezione delle abitudini piu aberranti. Glicemia ed urice-
mia a digiuno da 12 ore sono state dosate con metodica
standard da sangue periferico alla baseline e a fine stu-
dio. Le caratteristiche dei volontari alla baseline, dopo il
periodo di stabilizzazione dietetica, sono riportate nella
tabella 1.

Tutti i soggetti hanno quindi assunto Aisuricin® 1000
mag/die in bustine, contenenti Quercetina (200 mg), Pru-
nus cerasus titolato al 5% in antocianidine (300 mg) e
Vitamina C (500 mg), per un periodo di 4 settimane al
termine del quale sono stati rivalutati per tutti i pazienti
i parametri analizzati (T1).

| dati sono stati espressi come mediexdeviazione stan-
dard. | parametri analizzati sono stati confrontati trami-
te t-test per campioni appaiati. La soglia di significativita
e stata posta a p<0,05.

Risultati

Nessun soggetto arruolato ha lamentato eventi avversi in
corso di assunzione del prodotto testato. Dei 40 pazienti
arruolati, 36 hanno concluso lo studio, rispettivamente 19
uomini e 17 donne: 4 pazienti ( 3 uomini e 1 donna) non si
sono presentati al follow up dopo 4 settimane.

Il trattamento con Aisuricin® 1000 mg/die per un mese ha
determinato una significativa riduzione dei valori di urice-
mia a digiuno (Figura 1). L'uricemia e passata da 7,7+0,9

mg/dl a 6,3+0,4 mg/dl nel campione complessivo (p<0,05
vs basale). Nei soggetti di sesso maschile I'uricemia si &
ridotta da 8.0+1,0 mg/dl a 6.7+1.2 (p<0,01) mentre nelle
femmine da 7.2+1,5 mg/dl a 6.1+1,2 mg/dl (p<0,05), sen-
za differenza significativa fra generi (Figura 1).

L'indice di massa corporea e la glicemia dei pazienti non
si sono modificati in corso di assunzione di Aisuricin 1000
mg/die per un mese.

Discussione

Al momento non esiste terapia farmacologica indica-
ta per il trattamento dell’iperuricemia asintomatica. La
terapia di primo livello si basa su inibitori della xanti-
na-ossidasi (allopurinolo, febuxostat), di per sé non do-
tati di un profilo di tollerabilita ottimale (per lo meno
non tale da giustificarne un ampio utilizzo per ridurre
valori subottimali di uricemia) (19).

Allopurinolo e generalmente somministrato per 2-3
settimane dopo il trattamento per fase acuta di gotta
e la somministrazione va protratta per un tempo inde-
finito, stabilito dal medico sulla base della gravita della
malattia e sulla risposta del paziente. Si assumono ini-
zialmente 100 mg al di di farmaco, dopo il pasto; suc-
cessivamente, la dose va adeguata sulla base dei livelli
di concentrazione plasmatica di acido urico.

Per le forme lievi di gotta, la dose di mantenimento &
100-200 mg di farmaco al di; questa aumenta fino a
300-600 mg/die nelle forme medie e a 700 mg/die per
quelle gravi. In caso di insufficienza renale la posolo-
gia deve essere ridotta. Gli effetti collaterali dell’allo-
purinolo consistono in diarrea, senso di malessere ge-
nerale, mal di stomaco (meno frequente se si assume

e
Caratteristiche del campione post- run-in ed all'inizio del periodo di trattamento attivo
Totale n= 40 Uomini n=22 Donne n=18
Media DS Media DS Media DS
Eta (anni) 48,9 10,5 50,9 10,2 46,2 10,6
BMI (Kg/m2) 30,4 3,1 30,6 2,7 30,1 3,2
Acido urico (mg/dl) 1,7 09 8,0 1,0 7,2 0,8
Glucosio (mg/dl) a digiuno 78,6 8,1 83,9 7.2 82,1 6.7

E)
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VALORE

Uricemia (mg/dl)

TUTTI UOMINI

Legenda * p < 0,05 vs basale mTO0 mT1

** p<0,01 vs basale

Variazioni dell’uricemia nel campione studiato

DONNE

ta ad un aumento del rischio cardiome-
tabolico (22).

In questo contesto si colloca il ruolo
potenziale del nutraceutico combinato
Aisuricin® 1000 mg, una formulazione
originale a base di Quercetina (200 mg),
Prunus cerasus titolato 5% di antociani-
dine (300 mg) e Vitamina C (500 mg).
La Quercetina ¢ il piu potente inibitore di
qguesto enzima della sua classe (Flavono-
li) e possiede un’azione sovrapponibile
a quella dell’Allopurinolo senza condi-
viderne gli effetti indesiderati. Vitamina
C e PC condividono anch’essi un’azione
anti-uricemica che con quella della Quer-
cetina contribuiscono all’attivita sinergi-
ca verso questa diffusa alterazione me-
tabolica (23)

L'importanza di Aisuricin® 1000 mg dal
) punto di vista farmacologico consiste nel

a stomaco pieno); mal di testa, vertigini, sonnolenza;
sapore metallico in bocca; formicolii o “addormenta-
mento” delle mani o dei piedi; prurito, orticaria, for-
mazione di scaglie, mal di gola o febbre inspiegabile,
colorazione giallastra della pelle o degli occhi (20).

Febuxostat e disponibile in compresse da 80 e 120 mg,
& piu efficace e meglio tollerabile di allopurinolo, ma
anche molto piu costoso. Gli effetti collaterali piu fre-
quenti di Febuxostat consistono in aumento delle tran-
saminasi 3 volte superiore i limiti di normalita (3,5%),
diarrea (2,7%), cefalea (1,8%), nausea (1,7%) e rash
cutanei (1,5%). Negli studi di estensione in aperto tra
gli effetti collaterali si & verificata anche I'ipertensione
arteriosa. Inoltre, nei pazienti trattati con febuxostat
si & osservata una maggiore incidenza di eventi car-
diovascolari rispetto al gruppo trattato con allopuri-
nolo sia negli studi registrativi (1,3 vs 0,3 eventi per
100 pazienti/anno) che in quelli di estensione a lungo
termine (1,4% vs 0,7 eventi per 100 pazienti/anno),
pertanto il Riassunto delle Caratteristiche del Prodotto
(RCP) sconsiglia febuxostat nei pazienti con cardiopatia
ischemica o con scompenso cardiaco congestizio (21).
Quindi, i farmaci ipouricemizzanti hanno un rapporto
rischio-beneficio positivo in pazienti con livelli elevati
di acido urico sierico, ma meno chiaro in soggetti con
iperuricemia asintomatica border-line, tuttavia associa-
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fatto di garantire per tutti i suoi costi-

tuenti concentrazioni efficaci; infatti sia
per quanto riguarda la Quercetina il PS e la Vitamina C
pur essendo presenti in molti cibi della dieta le quan-
tita assunte non sono in grado di garantire una biodi-
sponibilita congrua con I'azione da svolgere.
Ad esempio, nella dieta la quantita di Quercetina puod
arrivare al massimo a 30 mg mentre negli studi dosi
comprese tra 100 e 500 mg hanno garantito una buo-
na biodisponibilita ed una efficacia notevole sui para-
metri metabolici alterati. Da qui la necessita di utilizza-
re un integratore alimentare che & in grado di supplire
alle carenze dietetiche di alimenti contenenti elementi
che il nostro organismo deve assumere dall’esterno in
guanto incapace di produrli. L'iperuricemia asintomati-
ca é una condizione di frequente riscontro nella popo-
lazione generale.
L'iperuricemia & considerata un fattore di rischio di
mortalita soprattutto nelle donne, negli anziani e nei
soggetti ad elevato rischio cardiovascolare o affetti da
preesistenti malattie cardiovascolari.
Aisuricin® e inoltre risultato caratterizzato da una tol-
lerabilita ottimale.
In conclusione, nei pazienti affetti da Iperuricemia
asintomatica, Aisuricin® 1000 mg grazie al sinergismo
d'azione dei suoi costituenti e alla elevata tollerabilita,
rappresenta una valida alternativa alla terapia tradizio-
nale.
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Serenoa Repens e Urtica:
caratterizzazione fito-chimica, metodi
di estrazione e requisiti formulativi

Andrea Fratter
Pharm. D, Perfezionato in Farmacologia clinica

Esperto di tecnologie formulative in Nutraceutica, Presidente SIFNut.

La Serenoa repens (SR) & una palma con fusto appartenente
alla famiglia delle Aricacee che cresce endemica nel Sud-
Est degli Stati Uniti, soprattutto in Florida e Arkansas. Le
denominazioni comuni sono “Palma Seghettata” in Italia
e “Saw Palmetto” negli Stati Uniti.

| principi attivi, per i quali la SR & conosciuta e impiegata
in pratica clinica, sono riconducibili alle classi degli acidi
grassi e dei fitosteroli. Il fitocomplesso, estratto dalle bac-
che della pianta, viene impiegato sotto forma di olio con
un titolo in acidi grassi variabile tra I'80 e il 95% in peso
e in fitosteroli da un minimo dello 0,2 a un massimo dello
0,8%. Tra i costituenti attivi principali del fitocomplesso
sono di particolare rilevanza gli acidi grassi caprico, capri-
lico, laurico, oleico, miristolieco, palmitico che si possono
rilevare con analisi in Gas Cromatografia-Spettrometria di

Massa (GC-MS) (Fig. 1) e fistosteroli quali B-sitosterolo,
[-sitosterolo-3-O-glucoside, campestrolo, stigmasterolo
oltre a una frazione minoritaria composta di alcoli polipre-
nolici e flavonodi.

L'azione farmacologica della SR, mediata dal fitocomplesso
sopra descritto, si estrinseca principalmente grazie ad un
meccanismo di inibizione dell'enzima 5-a-riduttasi tipo | e
Il ubicato sui recettori degli androgeni espressi prevalente-
mente nel tessuto gonado-prostatico, ghiandole sebacee,
follicolo pilifero (1,2).

In ragione di tale meccanismo d’azione la SR trova impiego
principalmente in ambito urologico nel trattamento sinto-
matico della iperplasia prostatica benigna (IPB) androge-
no-dipendente (3), sotto forma di integratori e farmadi,
nella calvizie androgenetica (4) e nel trattamento dell'i-
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Tracciato gas-cromatografico (spettrometria di massa) di estratto oleoso di Serenoa Repens che mette in evidenza i principali
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per-seborrea sotto forma di lozioni idro-alcoliche e forme
topiche emulsionate.

L'Urtica dioica e |'Urtica Urens sono piante erbacee, rispet-
tivamente perenne e annuale, appartenenti alla famiglia
delle Urticacae che crescono in Europa, Asia, Nord Africa e
Nord America, alte tra i 30 e 200 cm comunemente note
come ortica. Vengono impiegate in fitoterapia per il trat-
tamento di disturbi minori dell’apparato urinario e le parti
contenenti il fitocomplesso, costituito da flavonoidi, acido
silicico, sali minerali (in particolare sali di calcio e potassio),
Oli essenziali, oligoelementi, vitamine, carotenoidi sono le
foglie e per quanto riguarda fitosteroli (beta-sitosterolo),
lecitine, polisaccaridi, lignani, Idrossicumarine e ceramidi,
la radice.

Gli estratti secchi di ortica sia dioica che urens, general-
mente ottenuti per estrazione idroalcolica della radice, tro-
vano principalmente impiego per la riduzione dei sintomi
dell'lPB attraverso un meccanismo di riduzione della pro-
liferazione cellulare (5) e per migliorare la sintomatologia
e I'efficacia della terapia antibiotica in corso di prostatite
batterica (6,7). Il dosaggio consigliato va dai 50 ai 200 mg
per unita di somministrazione e le associazioni con Sere-
noa Repens risultano particolarmente efficaci nel tratta-
mento di IPB e sintomi delle basse vie urinarie (BVU) con
un titolo in fitosteroli espresso come b-sitosterolo dello
0,4% in peso.

Metodi di estrazione della Serenoa Repens

Il principale e piu efficace metodo di estrazione del fitocom-
plesso attivo della SR utilizzato nell'industria farmaceutica
e nutraceutica & I'estrazione supercritica in corrente di gas,
una tecnica di estrazione molto diffusa ed efficiente che
consente |'estrazione di determinate classi di principi attivi
trattando la droga di partenza ad alta pressione in corrente
di un gas, principalmente la CO,. Il termine supercritica si
riferisce ad una caratteristica fisica di alcuni gas che, in
opportune condizioni di temperatura e pressione (tempe-
ratura e pressione superiori a quelle critiche del cambio di
stato), cambiano il proprio stato di aggregazione, passan-
do da gas a un fluido che riproduce tutte le caratteristiche
di un liquido di estrazione, con la densita di un liquido e un
valore pressoché nullo di tensione superficiale. Per queste
caratteristiche i fluidi supercritici, di cui la CO, rappresenta
il principale esponente per le applicazioni industriali, sono
eccellenti solventi in grado di estrarre le frazioni apolari del
fitocomplesso di droghe botaniche o marine (acidi grassi
della serie w3, w6, vitamine liposolubili, cannabinoidi, fla-
vonoidi, steroli, tocoferoli) (8,9,10). Oltre all’elevatissima

42—

resa di estrazione che rende tale metodica estremamente
efficace per i processi industriali di estrazione nell'industria
alimentare, nutraceutica, cosmetica e farmaceutica, tale
metodica consente altresi un’elevata purezza dell'estratto,
dal momento che il fluido supercritico non e in grado di
estrarre componenti polari e la totale assenza di solventi
residui, a differenza delle comuni estrazioni con solventi
organici (etanolo, isopropanolo, toluene e altri).

La CO, assume i connotati chimico-fisici di solvente quan-
do passa dallo stato gassoso a bassa densita ad uno stato
chiamato appunto ‘supercritico’ con densita piu elevata:
tale stato viene raggiunto quando la CO, viene portata
simultaneamente alla temperatura di 32°C e alla pressione
di 72 atm.

L'estrazione con fluidi supercritici € da considerarsi a tutti
gli effetti un processo di Green Technology che garantisce
sostenibilita ambientale e un alto grado di qualita e pu-
rezza del prodotto estratto. Un altro processo che si sta
diffondendo nell'industria green dell’estrazione presup-
pone I'impiego di liquidi e solventi eutettici, NADES e IL,
acronimi rispettivamente di Natural Deep Eutectic Solven-
ts e lonic Liquids (11,12). Tali solventi sono ottenuti dalla
condensazione di particolari aminoacidi e sostanze azotate
come la Glicina, la Prolina, la Carnitina con zuccheri come
il Glucosio, Fruttosio e Sorbitolo e acidi organici come I'A-
cido Citrico, Malico e Maleico in presenza di un contenuto
di acqua ridotto (<30%) e opportune condizioni di riscal-
damento.

La SR & una pianta che si presta particolarmente all’estra-
zione con CO, supercritica dal momento che i componenti
attivi del suo fitocomplesso, pitl sopra descritti, possiedo-
no le caratteristiche peculiari di apolarita e natura oleosa
tali da poter essere selettivamente estratti dalla corrente
del gas supercritico fluidificato. Con questo processo, or-
mai considerato gold standard per gli estratti di SR, si pud
ottenere un elevato titolo in acidi grassi che puo raggiun-
gere, quando non superare, il 90% in peso dell’olio finale.

Biodisponibilita della SR e tecnologie a supporto
Il costante aumento negli ultimi anni dell'impiego e pre-
scrizione dei nutraceutici a fini salutistici, quando non a
supporto alle terapie mediche, ha portato allo sviluppo di
nuove tecnologie formulative per aumentare la bioacces-
sibilita enterica e, in ultima analisi, la biodisponibilita di
sostanze di natura vegetale, dotate di scarsa idrosolubilita
nei liquidi enterici. Tali strategie prevedono l'incapsulazio-
ne dei principi attivi all'interno di micelle idrofile, di nano-
emulsioni O/A, di sistemi auto-emulsionanti (SEDDS) o di
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micronizzati e ultra-micronizzati (PEA, flavonoidi) (13-17).
Nello specifico riferimento alla SR, la frazione lipido-ste-
rolica che caratterizza il fitocomplesso attivo nel tratta-
mento dell'lPB e che puo raggiungere oltre il 90% in peso
dell’'estratto di SR, ha caratteristiche di estrema lipofilia e
idrofobicita oltre a presentarsi sotto forma di olio. Tali ca-
ratteristiche rendono I'olio di SR molto poco dispersibile
nei liquidi enterici che sono principalmente costituiti di
acqua, sali, enzimi e, solo nella prima parte dell'intesti-
no tenue (digiuno-ileo), arricchiti di sali biliari con azione
emulsionante. Per queste ragioni la corretta strategia di
formulazione dell’estratto di SR rappresenta un momento
fondamentale di differenziazione dei diversi prodotti sul
mercato (18).

In questo contesto appare particolarmente importante ri-
chiamare alcuni semplici concetti della fisiologia gastroen-
terica, al fine di comprendere la migliore strategia tecnolo-
gico-formulativa per migliorare la bioaccessibilita della SR.
| grassi alimentari sono parzialmente idrolizzati ad opera

degli enzimi lipasici, espressi gia nel cavo orale (saliva) (19)
dove inizia il processo di cleaving dei trigliceridi in essi con-
tenuti che prevede il distacco un acido grasso creando di
fatto un diacilglicerolo.

Un simile meccanismo si mette in atto nello stomaco ove la
lipasi gastrica idrolizza fino al 30% dei trigliceridi alimen-
tari (20) (Fig. 2). Il processo continua nell‘intestino tenue
ove la lipasi pancreatica e la colipasi enterica attivata dai
sali biliari completano il processo di idrolisi dando vita a
monogliceridi degli acidi grassi e acidi grassi liberi che coa-
diuvano I'azione emulsionante e disperdente dei sali biliari
che, nel range di pH tra 6,8-7,2, danno vita alle cosi dette
micelle miste capaci di aumentare la superficie di contatto
delle sostanze lipofile come acidi grassi, vitamine liposolu-
bili, terpeni e fitosteroli con gli enterociti (21). Tale mecca-
nismo consente a molte sostanze di impiego nutraceutico
quali la SR, il CoQ10, il Resveratrolo, la Curcumina, la Vi-
tamina D3, la Quercetina e molte altre di essere meglio
assimilate dallintestino in presenza di cibo e, in partico-
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lare, di modiche quantita di grassi alimentari (22,23) o di

tecnologie in grado di mimarne il meccanismo d’azione Comparazione del comportamento di
(24) (Fig. 3). In ragione delle sopra menzionate argomen- dispersione in SIF tra SR olio non formulato

tazioni, da un punto di vista tecnologico, I'introduzione di e SR veicolato con tecnologia LIbADS
modiche quantita di mono e digliceridi degli acidi grassi

(E471), sostanze di comune impiego nell’industria alimen-
tare e di emulsionanti naturali quali la Lecitina da girasole
(E322), pud contribuire in maniera sostanziale al migliora-
mento della bioaccessibiita enterica della SR e per conse-
guenza della sua biodisponibilita in seqguito ad assunzione
orale (Fig. 4). La forma farmaceutica prevalente, per non
dire obbligata, vista la natura oleosa dell’estratto di SR e

rappresentata dalla capsula soft gel contenente I'olio. La Comparazione tra un estratto oleoso di SR tit. 90% in acidi
presenza degli eccipienti sopra ricordati, anche in modiche grassi (320 mg) disperso in un liquido enterico simulato
quantita (alcuni milligrammi), perfettamente compatibili (FaSSIF V2) tal quale (sx) e il medesimo estratto (320 mg)

veicolato in presenza di mono e digliceridi degli acidi grassi
e lecitina da girasole (dx). Appare evidente la migliore
dispersione dell'olio di SR in presenza degli agenti emulsio-
sorbimento enterico della SR. nanti, espressione di una migliore bioaccessibilita enterica

Per riassumere, i connotati di una buona formulazione di

SR dovrebbero essere: m modificato da 24)

Forma farmaceutica: capsula di gelatina molle “softgel”
Dosaggio per capsule: 320 mg di estratto oleoso

con la natura oleosa dell’estratto, devono essere conside-
rati un importante requisito tecnologico per il miglior as-

Titolo dell’estratto: >85% in acidi grassi totali Eccipienti: mono e digliceridi degli acidi grassi (E471),
Solvente di estrazione: CO, supercritica Lecitina da girasole (E322)
(

Rappresentazione della formazione di micelle idrodispersibili di fitosteroli e acidi grassi liberi

(Serenoa Repens) con mono e digliceridi e lecitina in presenza dei sali biliari
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