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1. INTRODUZIONE

Nei nuovi scenari che hanno caratterizzato I'evoh& del settore salutistico e del
benessere nella societa moderna, emerge con semgygior consapevolezza
I'esigenza di ricercare in un'alimentazione caarettd equilibrata le risposte
adeguate alla ricerca del benessere psico-fisr@ifzato al mantenimento della
salute. Una condizione che non si identifica pild on lI'assenza di malattia, bensi
con un'esigenza di prevenzione e di riequilibragpace di migliorare la qualita della
vita e assicurare, possibilmente, il massimo gdidatalita e benessere. Il concetto
stesso di alimento sta subendo una profonda traafoone: dal soddisfacimento di
un bisogno primario siamo giunti ad un concetta@idb come promessa di salute
intesa come prevenzione e assenza di malattiai. lBastare che a partire dagli anni
'90 si e verificata una progressiva contrazionecdasumi di alcuni comparti storici
dell'alimentazione nazionale (come vino, zucchbusro e grassi animali) in favore
di un aumento generalizzato di pesce, frutta, beéeamalcoliche, yogurt, cereali e
prodotti caratterizzati, nell'immaginario colletiivda valenze salutistiche. Oggi i
consumi sono orientati in modo sempre piu attetitocualita degli alimenti, non
solo ai loro contenuti nutrizionali ma anche altagenza di additivi, contaminanti e
residui. Ma tale consapevolezza, radicata grazieusa educazione alimentare
spinta da parte del Ministero della salute comulgione di campagne informative e
di prevenzione, oltre che da una coscienza semprdiffusa tra le persone grazie
anche ai nuovi e sempre aggiornati canali di inBorione specializzati, va spesso a
contrastare con stili di vita non corretti soprdatiunei Paesi e nelle citta piu
industrializzate. La sedentarieta, legata alla msgjva diffusione di presidi in
grado di ridurre costantemente il lavoro muscot@#uomo, la tendenza a nutrirsi
piu del necessario, scelte alimentari affrettatgpdste dal ritmo lavorativo
quotidiano, lo stress accumulato e l'inquinamerdoostutti fattori che insieme

portano ad essere esposti, piu che in passatdplgia croniche quali, tra le altre,



l'ipertensione, l'obesita e il diabete. E se ddatmla prevenzione, sostenuta da una
maggior ricerca del benessere, la quale da comdizth assenza di patologie, ha
assunto nel tempo un'accezione piu ampia, arrivandoinvolgere tutti gli aspetti
dell'essere (fisico, emotivo, mentale, socialeritsiaile e alimentare) gioca un ruolo
primario, dall'altro i ritmi di vita frenetici spes non consentono di prendersi cura
di se stessi quanto si vorrebbe. Senza contarersdiadtri fattori di valenza
strettamente socio-economica e tecnologica chedchdeterminato, nei Paesi piu
sviluppati, un impoverimento di importanti nutrierdai cibi piu comuni; in
particolar modo i processi di raffinazione, i metdd conservazione e la cottura
possono compromettere il patrimonio nutrizionalegldealimenti. In questo
contesto, gli integratori alimentari hanno trovattsubstrato ideale in un‘ampia
fascia di popolazione, tanto che il mercato di gya®dotti ha subito, nell’'ultimo
decennio, una forte espansione (Romagnoli e Franc®011). In generale, l'uso

degli integratori € associato a:

» modulazione dei processi fisiologici, modificati Ineempo da fattori
endogeni ed esogeni;
mantenimento un buono stato di salute;

miglioramento delle prestazioni fisiche e psichiche

Y VYV V

riduzione dei fattori di rischio di condizioni pébgiche;

rafforzamento del sistema immunitario

Y

Il mercato degli integratori alimentari e in creaocesponenziale, tanto che dai 150
milioni di euro (fonte: Associazione Produttori Feci da Banco, Bruxelles, 2000)
spesi dagli italiani nel 1999 per comprare intemiad base di vitamine, minerali,
fibre ed estratti vegetali, si & attestato nel 2809.453 milioni di euro (Fonte:
Federsalus). Solo nel canale farmacia, dal 200204l18. [lincremento delle
confezioni vendute é stato del 4.8%, ed un ulter0% si e registrato tra il 2008 e
il 2009. Questi dati confermano quanto i consumatovestano nel settore
“salutistico”, non piu considerato superfluo ma tpaintegrante della vita

quotidiana. Certamente, tra i punti di forza deftse c’'e un ampio sviluppo



dell'offerta e della novita dovuto in larga partdadgtori quali le norme che hanno
inquadrato la funzione di questi prodotti; I'incrento della commercializzazione di
integratori da parte delle aziende farmaceutiched, tantativo di contrastare le
contrazioni del marcato tradizionale; 'aumentol'dékrta di prodotti disponibili;
la possibilita di acquistare tali prodotti nellaagde distribuzione e in internet; la
pubblicita.

Per gquanto riguarda la percezione degli integra@imentari da parte del
consumatore, secondo un’indagine demoscopica caiunegta dall’AllPA
(Associazione lItaliana Industrie Prodotti Alimemkaadl’Istituto Astra Ricerche, su
un campione rappresentativo della popolazioneaitalinella fascia di eta 25-64
anni. Oltre un terzo degli intervistati ha affetmdi far uso regolare di integratori
alimentari; il profilo del consumatore-tipo di gtegipo di prodotti € quello di un
consumatore colto, abitante nelle regioni del @enbtrd, con una prevalenza di
adulti (45-54 anni) e di senior (55-69 anni), com wtile di vita alimentare buono.
Rispetto al 2006, dove il 30% degli intervistateg®no consumato integratori nel
triennio precedente, nel 2010, colore che hannbiatiato di aver integrato la
propria dieta e piu che raddoppiato. Inoltre, lanastenza dellintegrazione
alimentare € aumentata rispetto al passato; lgg@ate maggiormente conosciute
sono gli integratori a base di vitamine (88.5%)i sanerali (77.2%), integratori a
base di fibre (59.6%), gli integratori di probiati89.7%), integratori a base di
piante e loro derivati (37.5%) (AIIPA, 2011).

1.1 Aspetti normativi degli integratori alimentari

Il crescente interesse e utilizzo da parte dei woasori di prodotti salutistici e la

forte espansione del mercato hanno reso necessiariper il consumatore che per
le aziende produttrici, la definizione, anche dahfo di vista normativo, di prodotti

alimentari e altri prodotti, diversi dagli alimention valenza salutistica.

La legislazione comunitaria, con normativa parzeite armonizzata, ha

disciplinato in diverse tipologie la produzioneaadommercializzazione di alcuni



alimenti e prodotti, diversi dagli alimenti, cheoducono determinati effetti positivi

sulla salute dovuti a componenti presenti in essnodo naturale, o aggiunti:

1) Gli alimenti o prodotti dietetici, ovvero quei praiti che per la loro particolare
composizione o per il particolare processo di promhe si distinguono
nettamente dai prodotti alimentari di uso corrergeno adatti all’'obiettivo
nutritivo indicato e sono commercializzati in motide da indicare che sono
conformi all’'obiettivo. In questa categoria sonongresi:

« Alimenti a fini medici speciali (DPR n. 57/02) finezati a supportare le
esigenze nutrizionali di pazienti che si trovano dandizioni cliniche
peculiari e nettamente diversi da quelli per il ®’mmo corrente in quanto
indirizzati a un obiettivo nutrizionale ben spewifi Alimenti dietetici per la
prima infanzia, ovvero alimenti per lattanti e adinti di proseguimento (DM
9 aprile 2009, n.82) e alimenti a base di cereditre alimenti per bambini
(DPR n.128/99, modificato dal DM 14 marzo 2005)

« Alimenti dietetici destinati a diete ipocalorichelte alla riduzione del peso
(DM n. 519/98), ovvero prodotti presentati come titatvi dell'intera
razione alimentare giornaliera, oppure di uno ofasti, la cui compaosizione
ed etichettatura devono rispondere ai criteri tgionel decreto stesso.

Questi prodotti sono stati tra i primi ad essemgol@mentati; per tali alimenti il

direttiva 77/94/CEE, abrogata dalla direttiva S®/EEE, attuata con decreto

legislativo n. 111 del 27 gennaio 1992. La categdegli alimenti dietetici verra

probabilmente cancellata dal legislatore comuritdé in fase di discussione a

Bruxelles una proposta di norma), mentre rimarrateocategorie di alimenti a fini

medici speciali e per la prima infanzia.

2) Gli alimenti addizionati, disciplinati dal regolante 1925/2006, per i quali si
intendono alimenti ai cui sono stati aggiunti vitaene minerali e di talune altre
sostanze che hanno un effetto nutrizionale o bgigb in condizioni tali da

comportare un’ingestione di quantita ampiamentegap a quelle che ci si puo



3)

ragionevolmente aspettare di ingerire in condiziormali di consumo
nell’ambito di una dieta equilibrata e variata.

Gli alimenti funzionali, ovvero una tipologia dilimenti naturali che hanno
finalita salutistiche destinati a soggetti sani desiderano mantenere il proprio
stato di salute e benessere. Il concetto di alimé&mzionale fu sviluppato in
Giappone intorno agli anni Ottanta; successivameméd 1991, gli alimenti
funzionali vennero definiti con I'acronimo FOSHUpdds for Specified Health
Use, delineando, cosi, cibi aventi proprieta behefisulla salute umana per la
presenza di particolari elementi benefici o pergbdvati di costituenti
allergenici. In seguito, nel 2002, I'Internationafe Sciences Institute (ILSI),
defini “funzionali” gli alimenti aventi capacita difluire positivamente su una o
piu funzioni fisiologiche dell’organismo, che vadeaoltre gli effetti nutrizionali
normali, contribuendo a preservare o migliorarstiio di salute e di benessere
e a ridurre il rischio di insorgenza di malattia ilfshan et al.,2007). Un
alimento, per essere definito “funzionale”, devesgmmere alcuni requisiti

essenziali quali:

» Lasicurezza e la base scientifica dell’effettauislico esplicato;

» L’aspetto, I'odore e il sapore devono essere similjuelli degli alimenti
tradizionali;

* Non devono presentarsi in forma farmaceutica.

Si tratta quindi di alimenti veri e propri in gradio mostrare la loro efficacia nel
contesto dell’abituale alimentazione giornaliera.
Un alimento funzionale puo essere:

e Un alimento naturale;

« Un alimento in cui é stato aggiunto modificato @am@&hato uno o piu
componenti con mezzi tecnologici o biotecnologici;

¢ Un alimento in cui & stata modificata la natura diodisponibilita di uno o
piu elementi;

 Unnovel food



Per questi alimenti non e ancora stata ottenuta emara definizione dalla
legislazione comunitaria.

Gli integratori alimentari, la cui parziale armarézione comunitaria € stata
realizzata con la Direttiva 2002/46/CE. Secondddanizione di tale Direttiva essi
sono “prodotti alimentari destinati ad integrareetanune dieta e che costituiscono
una fonte concentrata di sostanze nutritive, dealitamine e i minerali, o di altre
sostanze aventi un effetto nutritivo o fisiologiaa, particolare ma non in via
esclusiva, aminoacidi, acidi grassi essenzialrefild estratti di origine vegetale, sia
monocomposti che pluricomposti, in forme predosatde a dire in forme di
commercializzazione quali capsule, pastiglie, caagpe, pillole e simili, polveri in
bustina, liquidi contenuti in fiale” (Direttiva E2002/46).

Si differenziano, quindi, dagli alimenti funzionaln quanto non sono un alimento,
non forniscono calorie, non sono impiegati comecar@omponente di una dieta o
di un pasto, e hanno una presentazione simil-fagota@@a. Questa categoria di
prodotti, rappresenta la forma preferita per 'agsone di sostanze con effetti
positivi sulla salute.

L’'aspetto fondamentale di questa categoria di ptodo che, a differenza dei
farmaci, essi possono vantare esclusivamente etiefisiologico sull'organismo.
Cio significa che essi possono quindi esclusivameobadiuvare o favorire
particolari funzioni organiche o contrastare precefavorevoli per I'organismo.

La finalitd comune di produrre un effetto positsula salute € elemento necessario
e sufficiente a configurare una specifica categdriprodotti alimentari che, per le
loro proprieta, si possono definire prodotti alinsen della salute. La funzione
salutistica, intesa quale idoneita dell’alimentoealizzare in condizioni normali
d’'uso effetti positivi sull'organismo umano dovuwl vantaggio nutrizionale e/o
fisiologico, si configura come un vero e proprigugsito di qualita che identifica
non piu lo specifico alimento, bensi determinateattaristiche comuni alla
categoria, veicolate tramite etichettatura e puiiblial consumatore finale, e
determinanti dell’acquisto. Tuttavia, non essend@o dategoria dei prodotti

alimentari della salute configurata dall’ordinanemiuridico comunitario la sua



elaborazione € possibile soltanto in via intergieta Sebbene I'Unione Europea
abbia normalmente introdotto discipline specifigqeg regolamentare aspetti legati
alla denominazione, alla composizione, alla proolej ai controlli, alle
autorizzazioni ed al regime di etichettatura/putitdli relativamente alle diverse
tipologie di prodotti alimentari ad effetti salutes, ogni qual volta tali prodotti
utilizzino sostanze responsabili dell’effetto fisigico in assenza di una disciplina
comunitaria armonizzata concernente il loro usajdbnoscimento della qualita
salutistica puo ingenerare ostacoli alla loro libeircolazione nel mercato comune
sotto forma ad esempio di autorizzazioni richiesteino Stato membro prima della
loro immissione in commercio giustificabili sullade della tutela della salute e,
finanche, il rischio di divergenti qualificazionegli Stati membri che potrebbero
ritenere appartenere il prodotto con effetti suflalute alternativamente alla
categoria degli alimenti o dei medicinali.

La Direttiva 46/2002/CE e stata attuata in Ital @ decreto legislativo n.169 del
2004, che ha normalizzato il ruolo e le finalitatai prodotti conformemente alla
profonda evoluzione concettuale che si € andatarraffindo a riguardo. Tale
direttiva, infatti, pur prevedendo al momento dspmni specifiche solo per
vitamine e minerali (essendo stata inizialmenteppsta dalla Commissione
Europea per disciplinare solo gli integratori aéds questi nutrienti), ha incluso
nel suo campo di applicazione anche prodotti a lhssostanze naturali non
nutritive con finalita salutistiche, dato il loreescente utilizzo come ingredienti di

integratori alimentari.

1.2 Integratori alimentari a base erboristica

Gli integratori alimentari a base erboristica (Rl&ood Supplement, PFS) sono
preparazioni a base di piante le quali vengonoopotite a vari trattamenti quali
estrazione, distillazione, frazionamento o con@bne e successivamente al fine
di ottenere il prodotto finito che si presenter@me prevede la definizione

legislativa degli integratori (46/2002/CE), in foemorali predosate (capsule,



compresse, tavolette, gocce...). Molte di ques@ntpi oggi utilizzate come
ingredienti di integratori alimentari, vantano unaga tradizione d’'uso come tali al
fine di ottenere effetti fisiologici positivi 0 meenere lo stato di salute. Ne
costituiscono un esempio piante come I'echinadeankgo biloba, il ginseng, il té
verde e liperico. Il mercato di questa tipologiapdodotti € in forte espansione,
tanto che la Gobal Industry Analysts (GIA) ha stiomahe raggiungera, entro il
2015, circa 93 bilioni di dollari. L’'Europa rappesga ancora la regione mondiale
dove il mercato risulta essere piu ampio, seguitiéadCina e dall'India, le quali,
entro il 2015, possiederanno circa il 10.7% del catr mondiale. A livello
europeo, I'ltalia risulta essere il primo Paesetemnmini di vendite, seguita da
Germania, Inghilterra e Francia. Il mercato degliegratori alimentari a base
erboristica varia a seconda dei diversi Paesi ilaziene a fattori quali la
consapevolezza dei consumatori, disponibilita e atiagd di distribuzione,
percezione e accettazione del prodotto e regolameme. Nonostante i dati di
mercato attestino una rapida crescita del merceitd®8S, estrapolare dati circa il
consumo di questo prodotti a livello mondiale Itesswancora difficile, in quanto la
maggior parte degli studi volti a tale valutaziorm sono espressamente focalizzati
sui PFS ma piuttosto sui prodotti appartenenti @siddetta “medicina alternativa”
(CAM), che comprende la medicina naturale, la rmgdatia e I'omeopatia.
L’ambiguita di tali categorie, nelle quali molto eg30 vengono erroneamente
inseriti i PFS, rende difficile la stima reale @einsumo di integratori alimentari a
base vegetale. Le informazioni riguardanti il cansudi integratori alimentari in
generale e di integratori alimentari a base erboaisn particolare, provengono
principalmente dagli Stati Uniti, dove gli studguiardanti i consumi derivano da
fonti quali il National Health and Nutrition Exanaition Surveys (NHANES) e dal
National Health Interview Surveys (NHIS). Un rappobasato sui dati provenienti
dal NHANES riguardanti gli anni 2003-2004 e 200®&a riportato che il 49%
(44% maschi e 53% femmine) della popolazione d&glti Uniti utilizza integratori
alimentari, di cui il 14% é rappresentato da PFSil@ et al., 2011). Inoltre, dati

provenienti dal NHIS, indicano che I'utilizzo di BFé la piu comune terapia



alternativa tra gli adulti, che ne ha riportatotilimzo negli ultimi 30 giorni nel
17.7% dei casi (NHIS, 2007). Tra i prodotti natumn@aggiormente utilizzati si
possono annoverare quelli a base di echinaceaseng, il ginkgo e l'aglio. Per
quanto riguarda I'Europa, numerosi sono i dati atiestano il crescente utilizzo di
integratori alimentari, ma meno informazioni rigdanti la tipologia. Tali dati sono
stati riportati principalmente dall’European Praodpee Investigation into Cancer
(EPIC) (Skeie et al., 2009), che ha incluso piwmlimilione di partecipanti in 10
Stati Europei quali Danimarca, Francia, Germanigc, Italia, Olanda Norvegia,
Spagna, Svezia e Inghilterra (Riboli et al., 20023. media di consumatori di
integratori alimentari varia in questi Paesi tr2% e il 51.8% per quanto riguarda
gli uomini e tra il 6.7% e il 65.8% per quanto rigda le donne. Si assiste, inoltre,
ad un evidente gradiente Nord-Sud con un piu etegahsumo di questi prodotti
nelle regioni scandinave e piu basso, invece, meligoni mediterranee. Anche se
gli integratori a base di vitamine-minerali rapge®no la categoria maggiormente

utilizzata, i PFS costituiscono comunque I'8-17%td&ale (Tabella 1.1).

Tabella 1.1- Percentuale (%) di consumatori che hanno dictoadaaver utilizzato integratori alimentari il
giorno precedente nello studio EPIC e percentud® di integratori a base erboristica (PFS) utiltzza
suddivisi per Stato e sesso

Uomini Donne
Stato N % % PFS N % % PFS
Grecia 1311 2.0 0 1373 6.7 0
Spagna 1777 5.9 15.0 1443 12.1 11.0
Italia 1442 6.8 8.0 2511 12.6 8.0
Francia 4735 32.4 7.0
Germania 2267 20.7 16.0 2148 27.0 12.0
Olanda 1024 16.0 17.0 2956 32.1 18.0
Inghilterra 4.0 36.3 10.0 570 47.5 10.0
Danimarca 1932 51.0 10.0 1994 65.8 10.0
Svezia 2765 30.5 16.0 3285 42.4 15.0
Norvegia 1797 60.6 8.0

Per quanto riguarda le caratteristiche degli w#tori, in generale si puo osservare
che il maggiore utilizzo di integratori alimentag associato ad alcune
carratteristiche demografiche quali: il sesso fenilaji I'elevato livello culturale,

I'elevato tenore di vita, la razza bianca e lI'etkeoi 50 anni. L'analisi di dati



provenienti dal NHIS (2000) ha inoltre fornito ult@i caratteristiche che possono
variare a seconda della tipologia di integratarneahtari. Ad esempio, i soggetti in
sovrappeso od obesi tendono ad utilizzare in migdaiore integratori a base di
vitamine e minerali (rispetto ai soggetti normogesna questa differenza non
sembra verificarsi per i prodotti a base vegetgkEn(el, 2004). In particolare, per
quanto riguarda questi ultimi prodotti, secondoinaagine condotta nel 2002 dal
NHIS, lo status socio-economico risulta esseretpasnente correlato all’'uso di
prodotti a base vegetale, con una maggior frequdnatlizzo tra le donne e adulti
intorno ai 50 anni (NHIS, 2002). Il consumo di quigzrodotti € in generale
associato a comportamenti pit salutari quali ilotage esercizio fisico e il non
essere fumatori. Inoltre, € stata rilevata un’asgo@ne positiva tra l'uso di
integratori a base erboristica e farmaci da bar@®(), suggerendo il ruolo di
complemento piuttosto che alternativa ai farmaovemzionali.

Numerosi sono i motivi dell’'utilizzo di integrataaimentari. Uno studio qualitativo
condotto nella zona meridionale degli Stati Urbiasato sull’'intervista di soggetti
tra 1 18 e gli 83 anni, ha rivelato che esistor@ofattori fisici che psicologici alla
base della scelta del consumo di integratori altarer{Peters et al., 2003); tra
gueste le principali riportate sono la cura di ilielsturbi, la prevenzione di
patologie croniche, il raggiungimento della “paogeriore”, I'integrazione di una
dieta considerata scarsa, uno stile di vita nontaad e il risparmio sulle cure
mediche. In sostanza i1 consumatori hanno la pemeziche gli integratori
garantiscano loro un certo grado di controllo syl@pria salute. | risultati
dell'indagine hanno messo in luce le differenzeeainportamento in relazione al
tipo di integratore utilizzato. Coloro che consumativerse tipologie di prodotti
hanno generalmente una piu ferma convinzione neefi@ degli integratori
alimentari, percepiscono maggiormente il rischigal® al consumo di vitamine e
sono piu fortemente influenzati dai media. Alcuepll aspetti inerenti alla salute
per i quali i consumatori ritengono gli integrat@ribase erboristica una valida

alternativa includono la terapia ormonale sostjtil mantenimento della funzione
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prostatica, il miglioramento delle funzioni cogwéi e dell’apparato muscolo-
scheletrico.

Inoltre, un’indagine telefonica condotta su un caimp casuale della popolazione
statunitense ha rivelato che il 14% aveva assulm®re un integratore a base
vegetale nella settimana precedente, e quelli @ daginseng e di ginkgo biloba
sono stati i piu utilizzati. Le ragioni maggiormentaddotte sono state
“miglioramento della salute”, I'artrite, il migli@mento della memoria e delle difese

immunitarie (Kaufman et al., 2002).

1.3 Problematiche connesse alluso degli integratoralimentari a base

erboristica

1.3.1 Problematiche relative alla normativa

L’inclusione degli integratori alimentari a basege&le nella categoria degli
integratori deriva dal fatto che la legislazionencmitaria non lascia spazi per una
via normativa intermedia tra alimenti e farmaci. llAledirettiva 2002/46/CE,
recepita in Italia con il Decreto n.169/2004, nanp considerandasi € precisato
che, potendo essere diverse le sostanze da aggpunegli integratori, quindi non
solo vitamine e minerali ma anche aminoacidi, agdissi essenziali, fibre ed
estratti vegetali, fosse opportuno suddividere ue dasi la disciplina di queste
aggiunte. Il legislatore comunitario, in una prifage, e quindi tramite la direttiva
stessa, ha disciplinato I'aggiunta di vitamine enenali. Ad una successiva fase
sono state rimandate le disposizioni sull’aggiuditautrienti diversi dalle vitamine
e minerali o altre sostanze aventi un ruolo nwwito fisiologico utilizzati come
ingredienti di integratori alimentari. In questo dep quindi, e nell’attesa di
completamento della disciplina, il legislatore caontario ha lasciato alla
discrezionalita dei legislatori nazionali questartpadella normativa degli
integratori, richiedendo comunque il rispetto dehgipio della libera circolazione

delle merci e la conseguente previsione e appboazidella clausola di mutuo
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riconoscimento (Scarpa, 2006). Per quanto rigudiaggiunta di vitamine e
minerali, questa e prevista espressamente dal edregislativo 169/2004.
Nell'allegato I, infatti, € presente I'elenco deflele vitamine e minerali consentiti e
nell’Allegato Il quello delle sostanze vitaminiche minerali ammesse. Con
riferimento, invece, alle sostanze diverse da qugia disciplinate, € opportuno
evidenziare i recenti sviluppi in ambito prettangemiazionale. Infatti, le ultime
pubblicazioni riguardano altri nutrienti e altrestanze ad effetto nutritivo e
fisiologico, e i preparati vegetali. Nel Luglio 201l Ministero della Salute ha
aggiornato le Linee guida sugli integratori per moaconcerne i nutrienti e le altre
sostanze diverse da vitamine e minerali e nellesstgeriodo & stato pubblicato
sulla Gazzetta Ufficiale il Decreto Ministeriale Buglio 2012, recante la
“Disciplina dellimpiego negli integratori alimeniadi sostanze e preparati
vegetali”. L'elenco del D.M. 9 Luglio 2012 riguarda sostanze e i preparati
vegetali, i quali vengono definiti con il nome cameudella pianta seguito quello
botanico. Questo decreto, tuttavia, ha valenzatgmeinte nazionale. In ambito
comunitario, infatti, per quanto riguarda tali swste, il regolamento é ancora in via
sviluppo. Potendo gli integratori vantare esclusieate effetti fisiologici,
I'etichettatura, la presentazione e la pubblicittn mdevono attribuire agli stessi
proprieta terapeutiche i preventive delle malattieane. In Italia, in particolare, in
etichetta, oltre agli elementi obbligatori qualinbme delle categorie di sostanze
nutritive e la dose raccomandata, puo essere peebeffietto nutritivo o fisiologico
attribuito al prodotto sulla base dei suoi costtuén modo idoneo da orientare
correttamente le scelte dei consumatori. L’effefisiologico, seppur non
chiaramente definito nella Direttiva 2002/46/CEEne anche denominato “claim”,
ovvero “ogni messaggio o0 rappresentazione che nabldigatorio secondo la
legislazione comunitaria o nazionale, incluse rapentazioni illustrate, grafiche o
simboliche, in qualsiasi forma, che attestino, suggano o implichino che un
alimento presenta caratteristiche particolari”.r©lai claims nutrizionali previsti

dalla direttiva 90/496/CEE sull'etichettatura nmimhale, sono definiti come:
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> *“health claim” (indicazioni sulla salute) qualungimglicazione che affermi,
suggerisca 0 sottintenda l'esistenza di un rapptidouna categoria di
alimenti, un alimento o uno dei suoi componena sdlute;
> “reduction of disease risk claim” (indicazioni rede alla riduzione di un

rischio di malattia) qualunque indicazione sullaluga che affermi,

suggerisca o sottintenda che il consumo di unagoate di alimenti, di un

alimento o di uno dei suoi componenti riduca sigativamente un fattore di

rischio di sviluppo di una malattia umana.
A tal proposito, e stato emanato il regolamento432/2012, con il quale e stato
pubblicato I'elenco dei claims salutistici in baask Regolamento CE 1924/2006
(regolamento claims). Con riguardo ai claims sslidii per le sostanze botaniche, la
Commissione europea e 'EFSA (European Food S#&fetgrity) hanno rimandato
la valutazione e le considerazioni su questi, irango ritengono necessario
approfondire I'esame anche in merito alla correttdividuazione di questi
particolari prodotti. Pertanto, sotto il profilo idedaims salutistici, ancora non ci
sono disposizioni precise. Considerando che illeegento claims si applica anche
agli integratori, questa situazione di stallo natiiwta pare estendersi anche agli
integratori alimentari. La disciplina sull'aggiuntdi preparati vegetali negli
integratori al momento rientra solo in ambito naaie. Infatti, il Ministero della
Salute ha pubblicato sul proprio sito I'elenco di all’Allegato 1 D.M. 9 Luglio
2012 sulle “sostanze e preparati vegetali ammessa’fianco di ciascuna pianta, ha
proposto quanto presente nelle “Linee guida minateali riferimento per gli effetti
fisiologici”. Nel documento, si specifica chiaranerche quanto inserito non fa
parte integrante del decreto, e che e applicabigtesa della definizione dei claims
sulle preparazioni a base vegetale a livello cotauoi
Anche gli aspetti relativi alla sicurezza ed effigadei integratori alimentari a base
erboristica rimangono di competenza legislativaiorede. Cio significa che le
conclusioni inerenti I'uso di questo tipo di intagpri possono differire nei diversi
Stati Membri, causando una frammentazione del nrchofatti, le autorita

competenti nazionali tendono generalmente a vautarintegratore a base vegetale
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sulla base della propria esperienza d’'uso. Nonrende, quindi, che delle 1900
specie vegetali, diverse centinaia sono diversagniagquadrate nei 20 Stati Membri
(oltre alla Croazia e alla Svizzera): alcune, imfatono proibite in alcune Stati
Membri e permesse in altri; altre non sono regofagate in alcuni Stati e sono,
invece, permesse in altri; viceversa, altre anoora sono ancora regolamentate in
alcuni Stati e risultano proibite in altri. Al fingi aiutare le Autorita Competenti
degli Stati Membri e le aziende, 'EFSA (Europeamo& Safety Authority) ha
provveduto alla pubblicazione di linee guida pervidutazione della sicurezza
d'uso delle preparazioni a base vegetale, includeddti scientifici e criteri
necessari per la valutazione. Inoltre, 'EFSA hauppato un “Compendium”,
ovvero una lista di sostanze, presenti in numespseie vegetali, che presentano un

potenziale rischio per la salute.

1.3.2 Percezione della sicurezza d'uso degli integjori a base erboristica da

parte del consumatore

La popolarita e la sempre piu ampia diffusione deglegratori ha posto in
eveidenza diverse problematiche circa la sicurefizso e i possibili rischi per la
salute, soprattutto perche la maggior parte deswmatori tende a non informare né
il medico ne il farmacista circa I'utilizzo di guegprodotti (Eisenberg et al., 1998;
Elder et al., 1997). A tal proposito, un’indaginells modalita d'uso degli
integratori alimentari a base erboristica ha mostehe il 69% di coloro che
avevano dichiarato di utilizzare tali prodotti (2L%0on ne aveva informato |l
proprio medico. Oltre a cio, le problematiche rekatall’'utilizzo di integratori
alimentari a base erboristica includono l'uso ingio, la scarsa qualita del
prodotto, la presenza di piu ingredienti vegetdiie cpotenzialmente possono
interagire tra loro o con altri farmaci. In questenso, infatti, i PFS sono molto
spesso stati criticati per la mancanza di evidesczmtifiche circa benefici e i rischi
connessi al loro utilizzo, la mancanza di standaadiione, di riferimenti qualitativi

e la possibilita di interazioni con i farmaci. Itrel, in molti Paesi sia europei che
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extra-europei, gli integratori possono essere vergknza particolari restrizioni,
come la ricetta medica, e commercializzati libemal@aesenza la presenza di claims
salutistici (ovvero di messaggi che ne indichireffétto benefico sulla salute). Di
conseguenza, l'utilizzo dei PFS pu0 essere inadegaacausa delle scarse
informazioni che il consumatore riceve, dovuto aneitla possibilita di acquisto
presso supermercati e via internet, dove non pudao® sulle indicazioni circa il
corretto utilizzo di tali prodotti; oltre a cio, llaresenza di ingredienti vegetali e
quindi naturali rende i PFS innocui agli occhi dehsumatore, senza la percezione
della possibilita di interazioni con farmaci o nemti. Infine, le insufficienti
informazioni ricevute possono causare un uso inaategdel prodotto, con possibili
effetti negativi sulla salute. Tali considerazi@oino supportate da dati provenienti
dalla Health and Diet Survey (2002) hanno rivelebe del 73% di consumatori
statunitensi che aveva dichiarato di utilizzaregnatori nel’anno precedente, il 4%
ha riportato di aver sviluppato effetti avversiriio et al., 2006). In particolare,
stata riscontrata un elevato utilizzo concomitaditentegratori e di farmaci in
coloro che avevano sperimentato effetti avvergeti® a coloro che usavano solo
integratori. Ulteriori informazioni provenienti d&IHIS (2002), hanno mostrato che
circa i due terzi degli utilizzatori di PFS nonpettano le indicazioni d’'uso fornite
dalle evidenze cliniche (Bardia et al., 2007). tregli consumatori hanno spesso la

percezione che tali integratori siano sempre sitestati dalle autorita regolatorie.

1.3.3 Problematiche inerenti alla qualita e la siawzza degli integratori

alimentari a base erboristica

Per il consumatore, la qualita di un prodotto digaiavere garanzia, affidabilita e
soprattutto sicurezza nell'utilizzo. L’analisi dellpercezione che i consumatori
hanno dei PFS ha messo come essi spesso considd?i® innocui in quanto
“naturali”. Basti pensare, per esempio, ai cagitotossicita causati dal consumo
di piante come la kavaP(per methysticujno la consolidaymphytum officina)e

per comprendere quanto questa percezione sia i ¢asl errata. Esistono diversi
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fattori che possono influire sulla qualita e quisdlla sicurezza di un integratore a
base erboristica; alcuni sono relativi alla piastassa, altri, invece, riguardano il
tipo di preparazione, la modalita d’'uso e il conatore (Capasso et al., 2006). Per
qguanto concerne i fattori relativi alla pianta, @ce innanzitutto dire che esistono
piante tossiche in assoluto, il cui utilizzo € @mente vietato all’interno di
integratori alimentari, in quanto contengono sastancome gli alcaloidi
pirrolizidinici (es. Symphytum officinajeo aristolochici(es. Ariscolochia fangchi)
responsabili di tossicita epatica e renale. In alsi, la tossicita dipende da altri
fattori, quali la parte della pianta utilizzata .(eadici, foglie, fiori, frutti), le
condizioni ambientali (clima e terreno) e le mo@adi coltivazione (es. osservanza
o meno della pratiche di buona agricoltura, usopé@sticidi) e conservazione
(umidita, temperatura). Per esempioCibnium maculatune tossico se raccolto
nell'area mediterranea, mentre risulta innocuoanetina della Siberia (Capasso et
al., 2006); la tossicita dell@axus baccatadipende dalla parte della pianta
considerata: € massima nelle foglie aghiformi, meninella corteccia e nei coni
maschili maturi; alcuni frutti (esGinkgo biloba, Aesculus hyppocastanusono, a
differenza delle foglie, molto tossici la cascdr@dmnus cascaja& potenzialmente
tossica appena raccolta, molto meno attiva dopanmo di conservazione. Anche |l
tipo di estrazione o preparazione utilizzato pudfluenzare il contenuto e la
concentrazione dei principi attivi e di conseguelazaicurezza del PFS finale. Ad
esempio, numerosi sono i casi di eventi avverscuié in letteratura, che riportano
la tossicita epatica di estratti idroalcolici diverde (es. Exolise), probabilmente
causata da una maggiore estrazione di principri atpetto all’estratto acquoso
(infuso). Anche la forma farmaceutica puo essenmesa&adi effetti negativi: per
esempio, I'infuso di senn&assia angustifolipn puo provocare crampi addominali
e flatulenza, mentre il macerato glicerico, priviosdstanze resinose, non causa
disturbi addominali (Capasso et al., 2006). Ini altisi, gli eventi avversi possono
verificarsi per la presenza, nel prodotto finitocdntaminanti botanici (es. parti di
altre piante non menzionate nell’etichetta) o chir(es. pesticidi, metalli pesanti) e

microbiologici (presenza di batteri o tossine) @@a la sostituzione volontaria di
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una pianta con un’altra di minor costo o con urmiao. Numerosi sono gli
strumenti messi a disposizione dagli organismiriigeionali al fine di consentire la
produzione di PFS di qualita. Ad esempio, nellermordi buona coltivazione
presenti nelle linee guida del Programma sui medici tradizionali
dell'Organizzazione Mondiale della Salute sono ed@ le modalitd per una
corretta identificazione del materiale botanico pdirtenza e i metodi per una
corretta valutazione macro/microscopica, carattadione di marker molecolari e
identificazione di proteine specie specifiche. €igende ancor piu necessario dal
momento che molte piante utilizzate in prodottidmati sono di origine selvatica e
non coltivate su larga scala. Di conseguenza, gratiénzione deve essere prestata
a quei fattori meno controllabili associati a @dndizioni. | contaminanti principali
del materia vegetale sono i pesticidi, i metalkadi, le micotossine, batteri, muffe
e i lieviti. Il regolamento europeo n. 396/2005bdiace, i livelli e le modalita di
controllo di residui massimi di pesticidi neglirainti @ mangimi. Non esiste ancora
una categoria specifica per gli integratori alinaenta base erboristica, ma la
matrice vegetale puo essere ricondotta a una datiegorie “vegetali, freschi o
congelati”, “Te, infusi” o “spezie”. Attualmentd,limite massimo per quei prodotti
per i quali non sono ancora stati stabilite speled, € di 0.01 mg/kg. Per quanto
riguarda i metalli pesanti, c’é da sottolineare @hejuesti ultimi anni sono state
ripetutamente accertate contaminazioni da piomadmgo, mercurio ed arsenico.
E’ stato accertato che circa il 25% di 260 prodbtitanici provenienti da alcuni
Stati asiatici conteneva livelli elevati di piomfica i 10 e 319 ppm), mercurio (tra i
22 e i 5070 ppm) e arsenico (24-114 ppm). La p=sein elevati livelli di metalli
pesanti e stata associata a numerosi effetti ageedi ad esempio I'encefalopatia
manifestata da un bambino di Hong Kong che avesar#s un preparato cinese
contenente alti livelli di piombo. Il regolament&€ k. 629/2008 ha stabilito i livelli
massimi per gli integratori alimentari (appendic¢ &C, 2008). Il rischio di
contaminazione batterica € un elemento da non\sittare, in quanto funghi e
batteri possono produrre tossine estremamentelk@sdie micotossine ad esempio,

sono composti prodotti dalle muffe le cui sporesoo® germinare in particolari
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condizioni di umidita, luce e temperatura. Le missine piu comunemente
presenti in matrici alimentari e vegetali sono fetassine, per 14 delle quali la
Comunita Europea ha stabilito i livelli massimig(kg) in alcune matrici vegetali
(Zingiber officinale, Curcuma petiolata, Glycyrrhigéabra e Capsicum sp).

Diversi studi hanno anche dimostrato che alcunégrdatori possono contenere
componenti attivi non dichiarati inclusi anticoagoii (es. warfarin),
anticonvulsivanti (es. fenitoina), statine, inilitodella 5-fosfodiesterasi (es.
sildenafil), farmaci antiinfliammatori non steroid@s. nimesulide), betabloccanti
(es. propranololo), anoressizzanti (es. fenfluranityn report relativo ai farmaci
vegetali cinesi ha riportato che di 260 prodottidmaali raccolti in diversi punti
vendita californiani, circa il 7% conteneva farmawon dichiarati. E’ facile
comprendere come questo tipo di adulterazione pas@ serie conseguenze sulla
salute del consumatore (Ko, 1998). Una revisioséesiatica della letteratura ha
evidenziato che almeno un evento fatale e altring#to gravi sono stati causati da
adulterazioni con farmaci (antidiabetici orali, imsahvulsivanti, anti-inflammatori,
farmaci contro I'impotenza maschile sono stati juahggiormente associati agli
effetti avversi piu gravi). Tali prodotti erano dikamente acquistabili nei negozi e su
siti internet o via e-mail (Ko, 1998).

Infine, occorre aggiungere che la sicurezza degkgratori alimentari a base
vegetale € connessa non solo a fattori riguardamualita del prodotto, ma anche
alle condizioni d’'uso (es. durata dell’assunzioda) parte del consumatore. Per
esempio, alcuni integratori dovrebbero usati pewipperiodi di tempo, come quelli
per il controllo del peso o quelli usati per stiar@ il sistema immunitario nei
periodi freddi dell’anno (es. Echinacea). In quessi, infatti, si assiste a livelli di
assunzione dei principi attivi troppo elevati clos§ono causare effetti negativi per
la salute. In altri casi, non si tiene conto dglgessibili interazioni dei componenti
attivi con farmaci o nutrienti (Sanzini et al., 20D dell’eta del consumatore a cui €
destinato il prodotto. Ad esempio, il bambino, smfcontato con I'adulto, puo
essere particolarmente sensibile agli effetti dicpie variazioni di dose per la

diversa capacita di metabolizzazione. Allo stessoden anche gli anziani
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presentano un elevato rischio di sviluppare eff@ttiersi per diverse ragioni: la
necessita di assumere piu farmaci, che aumentarpmdaibilita di incorrere in
interazioni (es. elevato rischio di sanguinamentr goncomitante uso di
anticoagulanti &inkgo bilobg; la ridotta capacita di metabolizzazione epaéda
escretiva renale; la disidratazione e la malnuwnei Ad oggi, non esistono studi a
lungo termine che permettano di stabilire la sizmaerelativa all’esposizione a
lungo termine a ingredienti vegetali, e pochi steidiici controllati e randomizzati
sono stati effettuati al fine di verificarne glfetti avversi. | consigli circa il corretto
uso degli integratori alimentari a base erborisioao basati quindi solo sui case
reports e sulle segnalazioni spontanee (Cohen amst,2010). In Figura 1 sono
riassunti i fattori che contribuiscono alla sicur®zed efficacia degli integratori

alimentari a base erboristica.

Assenza di contaminanti 4 Parassiti, pesticidi,
e biologici e chimici metalli pesanti,
Dose e forma della micotossine, agenti
\_

preparazione patogeni
botanica

o
. i Sicurezza / Assenza di altre piante o
Interazioni con altri degli p parti di piante oltre a quelle
ingredienti vegetali integratori a Uerz shdfia e
e farmaci base - Concentrazione minima di
N J erboristic: principi attivi
Ve ~N / - Assenza di effetti dannosi
Tossicita intrinseca \_
alla pianta p
_ ) Applicazione delle pratiche di Eta del consumatore 1
buona agricoltura e (bambini, adulti, anziani)
fabbricazione \

Figura 1.1 - Fattori che contribuiscono alla sicurezza eitpudegli integratori a base erboristica

1.3.4 Problematiche inerenti gli effetti benefici dintegratori alimentari a base

erboristica

Come gia ricordato in precedenza, gli integratdimentari, a differenza dei

medicinali, possono vantare esclusivamente pr@henefiche come adiuvanti nei
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processi fisiologici dell'organismo oppure nelldutione di fattori di rischio per
alcune patologie. Nella regolamentazione europes, 2002, gli integratori
alimentari sono considerati alimenti e devono quindpettare i requisiti di
sicurezza, composizione, etichettatura e confememdo richiesti dalla legislazione
alimentare. Oltre a cio, si aggiungono specifiohgote circa la nutrizione i claims
salutistici (Coppens et al., 2006). A partire dabD?2, la valutazione dell’efficacia
dei prodotti alimentari, inclusi i PFS, e stata lisa nei provvedimenti
dell’European Nutrition and Health Claims RegulatiNHCR) (Regolamento EC
n. 1924/2006). Questa valutazione € stata affiddt&uropean Food Safety
Authority (EFSA). | criteri utilizzati dal’EFSA sw basati largamente sul lavoro
sviluppato nell’ambito dei progetti FUFOSE e PAS&@MY, finanziati dall’'Unione
Europea, che affidano agli studi clinici randomizzacontrollati un ruolo cruciale
per stabilire la relazione causa-effetto tra assumezdi un componente alimentare e
I'effetto sulla salute (Bellisle et al., 1999). Gte approccio € applicato in maniera
molto rigorosa, tanto che I'EFSA ha dato parereatieg su quasi la totalita di circa
2000 richieste di claims salutistici, indicando dledfetto sulla salute indicato non
e sufficientemente supportato dalle evidenze ferniticuni claims, ad esempio
quelli relativi al’labbassamento dei livelli di eslterolo, mineralizzazione ossea e
carie dentale e quelli inerenti vitamine e minerialcui ruolo nell’organismo € ben
conosciuto, sono stati accettati, mentre la magggote degli ingredienti vegetali,
ad oggi, non ha ottenuto parere positivo. | medicivegetali tradizionali possono
essere commercializzati tramite procedura sematdice € dimostrato, tramite dati
di letteratura, che il prodotto e stato utilizzatome medicinale per almeno 30 anni,
di cui almeno 15 nella Comunita Europea (Direttiv2004/24/EC). Tale procedura
semplificata non necessita quindi di dati relatlliefficacia poiché la tradizione
d’'uso é sufficiente per dimostrare I'assenza digodwsita nelle condizioni d’'uso
specificate e gli effetti benefici. Tali considei@® non vengono applicate, invece,
nel caso di ingredienti vegetali di integratorinadintari o alimenti, poiché é
'NHCR ad occuparsi della dimostrazione di effieadi tutti i componenti

alimentari. Cio crea una situazione nella quale samo richieste prove di efficacia
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se una pianta é utilizzata per le sue proprietacmeadi, ma nel momento si intende
impiegarla per effetti salutistici/fisiologici somhiesti studi clinici randomizzati e
controllati nelluomo. Tale discrepanza ha portédoComunita Europea a non
prendere alcuna decisione in merito alla valutazidell'efficacia di prodotti a base
vegetale (EU Food Commission, 2010). | criteri PERAIM applicati dal’EFSA
per la valutazione degli effetti benefici di compati alimentari necessitano di una
ben definita caratterizzazione dell'ingredientel ®idmarkers validati e misurabili.
Inoltre, possono essere applicati ad estratti kefmitl 0 a composti puri isolati
dalla matrice vegetale. L’applicazione a prepavaetali € abbastanza limitata
poiché spesso i composti responsabili dell’effeienefico non sono stati
identificati e possono anche non essere assodiatna specifico marker (Biesalski
et al.,, 2011). Di conseguenza, si pone la necessitstabilire criteri per l'uso
tradizionale che possano essere utilizzati anche gbie effetti salutistici di
integratori alimentari a base erboristica. Gli #ffsulla salute di tali prodotti sono
meno marcati rispetto a quelli dei farmaci e ridoieo quindi studi clinicad hog
effettuati ad esempio, su un numero significativosdggetti sani, utilizzando
integratori standardizzati dotati di un’elevatadigponibilita e biomarkers validati.
Sono stati proposti diversi criteri relativi allalutazione delle diverse fonti di
documentazione per 'uso tradizionale. Tali critealudono:
- Disponibilita di un’abbondante documentazione chmodtri una lunga
storia di osservazione dell’effetto benefico;
- Utilizzo documentato della preparazione erboristicdiversi stati, regioni e
continenti nelle medesime condizioni d’uso.
- Informazioni documentate sulla natura della prepare erboristica e
modalita d’uso (forme di dosaggio tradizionali,uenza d’'uso...)
- Evidenze di carattere osservazionale nelluomo
- Disponibilita di monografie riguardanti gli effettisulla salute

tradizionalmente riscontrati.
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1.4 1l progetto europeo PlantLIBRA

Dalle considerazioni riportate in precedenza apgdni@ro come siano presenti
ancora numerose lacune nel modo in cui gli integrat base vegetale sono valutati
in termini di efficacia e sicurezza. Inoltre, corg& accennato, un approccio
condiviso in ambito europeo nella valutazione dechi e dei benefici associati
all'uso dei PFS, contribuirebbe all’armonizzazion&rnazionale cui ancora non si
e giunti. L'EFSA ha gia iniziato a lavorare in gteesenso tramite I'elaborazione di
linee guida per la valutazione della sicurezzardpprati a base vegetale (EFSA,
2011) e la stesura del “Compendium of botanical& sono riportate le piante che
hanno lunga tradizione d’'uso e i rispettivi compathémplicati in problematiche
relative alla sicurezza. Numerosi progetti (es.deur, MoniQa, Eurreca...), inoltre,
sono stati finanziati dalla Comunita Europea alefidli stabilire approcci
metodologici e sviluppare strumenti di monitoragdalla qualita e sicurezza degl
alimenti, ma non dei PFS.

In questo panorama di mancanza di armonizzaziohputhdo di vista legislativo e
di “vuoto” circa la valutazione del rischio e beiced di numerose piante impiegate
come ingredienti di botanicals, € stato creato ecessivamente finanziato il
progetto europeo PlantLIBRA (acronimo di PLANT fosdpplements: Levels of
Intake, Benefit and Risk Assessment) nell'ambitd de Programma Quadro. Il
progetto ha avuto inizio nel giugno 2010 e termaredta fine di maggio 2014.
L’obiettivo generale del progetto PlantLIBRA e doeldi implementare le
conoscenze scientifiche sui PFS per meglio valutaischi e benefici connessi al
loro utilizzo e in ultima analisi garantirne I'usikzo in sicurezza. In particolare, gli
obiettivi di PlantLIBRA sono:

1- ampliare la conoscenza relativa ai PFS attravaasmevisione sistematica
della letteratura inerenti dati gia pubblicati @ite la realizzazione di nuovi
studi per indagare rischi, benefici e nuovi approanalitici. Ci0 sara
integrato da una ricerca specifica sulle pianteiégpgte come ingredienti di

PFS, sulla loro composizione fitochimica, carasiiche botaniche, attivita
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biologica e componenti tossici. Questi dati verammseguito trasferiti in un
meta- database utile non solo agli scopi proprigtegetto, ma anche ad
aziende e consumatori.

2- Supportare gli enti regolatori del’Unione Europealla valutazione dei
rischi e dei benefici connessi alluso dei PFSegnando e implementando
gli strumenti gia in uso per questo scopo (es. EFSAltre linee guida
internazionali), Cio contribuira al raggiungimenta parte delle autorita
regolatorie di un quadro decisionale piu ampio sab@m su dati scientifici,
oltre a consentire informazioni sempre piu accésséb consumatori e
aziende nell’ambito europeo.

3- Contribuire ad una migliore comprensione delletadini dei consumatori
attraverso la prima indagine europea sull’assumzidei PFS. | risultati di
tale indagine, oltre agli studi inerenti alle aditu dei consumatori e alla
diretta collaborazione con le autorita regolatonp@tranno fornire ultili
informazioni alle aziende e ai legislatori al findi accrescere nel

consumatore lI'uso consapevole e sicuro degli iategralimentari.

1.4.1 Principali attivita del progetto europeo PlatLIBRA

Le attivita del progetto sono suddivise in diveasee di lavoro (work-packages,
WP), ciascuna incentrata su obiettivi specifici gebgetto. Tali obiettivi

includono la stima dell’assunzione di PFS tra istonatori, la qualita e la
composizione, l'efficacia, le attitudini dei consatori, aspetti di sicurezza ed
effetti avversi, valutazione rischio-beneficio epilinazioni politiche (fig. 2).

Il consumo di PFS e stato stimato in Paesi chias#ta dComunita Europea
(Finlandia, Germania, Italia, Spagna e Regnho Unga)la base dei dati
provenienti dalla letteratura, dalle aziende e d#bjiche istituzioni, e

riguardanti le tendenze di mercato, i luoghi e letivazioni dell’acquisto dei

PFS da parte dei consumatori. Successivamentete ataiata I'indagine sul

consumo dei PFS nei Paesi europei sopra citatiuiirisultati definitivi
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forniranno dati sulle modalita di consumo, suidaticorrelati all’'utilizzo (es.
stili di vita, fumo, alcol, status socio-economiaidilizzo concomitante di altri
farmaci), sulladerenza alle raccomandazioni d'uso sulle motivazioni
determinanti I'acquisto. Inoltre, tale indagine sentira I'armonizzazione della
terminologia relativa ai PFS e la loro classificand. Per ottenere risultati
attendibili e considerando le importanti differeremstenti nel mercato europeo
dei PFS, i questionari dell’indagine sono statiemimente formulati per

riflettere la variabilita tra i prodotti e distingre i PFS dai fitofarmaci.

1.4.2 Indagine relativa a ingredienti botanici e itegratori alimentari a base

vegetale

In quest’ambito, l'obiettivo del progetto e quelldi fornire nuovi dati
sperimentali sui metodi piu appropriati al fine di:

1-ldentificare la matrice vegetale;

2-Analizzare i composti attivi dotati di effetti gitivi 0 negativi sulla salute;
3-Rilevare contaminanti ambientali o residui demivalalle pratiche agricole;
4-1dentificare markers biologici utili per valutarévelli di esposizione, il ruolo
fisiologico e/o gli errori di identificazione delf@ante.

I metodi principali utilizzati per la determinaz®ndi composti attivi,
contaminanti, pesticidi e biomarkers di esposizioglativi ai PFS sono stati
identificati nelle prime fasi del progetto e ad bggno in fase di valutazione e
validazione. A questo fine e stata identificatauak liste di classi di composti e
piante in base alla loro rilevanza, tossicita, liiene rischi. Un tale approccio
include anche la messa a punto di nuovi metodgpantificare i composti utili
per l'identificazione e per verificarne I'attiviti@siologica/tossicologica. Inoltre,
e in fase di organizzazione un network internadmndi laboratori con
comprovata esperienza in test analitici specifei pPFS. Tale network ha lo
scopo di promuovere ulteriori indagini nel settde? prodotti a base vegetale e

di fornire alle autorita regolatorie la possibilith avvalersi di laboratori di
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riferimento per questioni riguardanti la qualitéaesicurezza dei PFS (Bucchini
et al., 2011).

1.4.3 Valutazione degli effetti avversi ad integrari alimentari a base

erboristica

Un altro importante obiettivo del progetto PlantRB e quello riguardante
l'individuazione degli effetti avversi, avvenutilieomo, a ingredienti vegetali. A
tale scopo, e stata effettuata una raccolta diteéfeversi ben documentati a piante
consumate come alimento o come ingredienti di nateg alimentari a base
vegetale, corredati da informazioni e caratterik@sz della componente vegetale, il
suo ruolo negli eventi avversi o eventuali errori ridtonoscimento (tali dati
verranno integrati da quelli provenienti dai Cen&ntiveleni Europei). Per
implementare la conoscenza relativa agli effettessi a piante utilizzate come
ingredienti di integratori alimentari, attivitarfdamentali del progetto saranno i
markers biologici di effetti avversi, valutare lenti di possibili errori di
identificazione delle piante, raccogliere dati sufiterazioni tra ingredienti vegetali
e nutrienti o tra ingredienti vegetali e farmaan, collaborazione con la rete
internazionale di vigilanza (attraverso I'Assocaam Europea dei Centri
Antiveleno e Tossicologi Clinici — EAPCCT).

1.4.4 1l meta-database ePlantLIBRA

| dati prodotti dalle attivita precedentemente diégcsaranno raccolte in un meta-
database che consentira di indirizzare le necedslta autorita regolatorie e delle
industrie, che richiedono una maggiore conosceelativa alla piante utilizzate nei
PFS, in merito alla composizione, tipologia di casip attivi, sicurezza, residui e
contaminanti. Infatti, il meta-database creato 'amlbito del progetto integra i

database (eBASIS, sviluppato da EuroFIR e MoniQd&lptivi ai composti ed
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estratti vegetali, metodi analitici, case-repornteenti avversi, dati di letteratura
riguardanti i rischi e i benefici, potenziali comtimanti, avvertenze da parte dalle
autorita, in modo da rendere possibile la valutaidel rischio e del beneficio sulla

base di informazioni scientifiche verificate e atmili.

1.4.5 Valutazione degli effetti benefici di integreori alimentari a base
erboristica

Al fine di consentire una corretta valutazione dethio e del beneficio connesso
all'uso dei PFS da parte delle autorita regolataiige ad una maggiore conoscenza
di tali prodotti da parte di consumatori aziende’importante parte del progetto
sara dedicata all'identificazione, applicazione aidazione di metodologie per
valutare gli effetti benefici associati al consudw PFS. A tal fine, il progetto si
propone di rivedere e validare in studi nelluomdiomarkers di esposizione
specifici per i PFS piu comunemente utilizzati. @ce inoltre osservare che i
biomarkers di esposizione hanno notevole importagiaaper la valutazione del
rischio che del beneficio, dal momento che I'etidfisiologico dei PFS dipende
strettamente dalla dose di assunzione. In tal stmtel beneficio ottenibile dal
consumo di integratori alimentari a base vegetal® essere definito come
“l'ottenimento di specifici effetti fisiologici quala riduzione di fattori di rischio
per patologie croniche e il mantenimento dell'ontasisdell’organismo umano,
ovvero la capacita di mantenere lo stato di bemesseali equilibrio in risposta a
cambiamenti nellambiente circostante”. Tale defiome e insita nella definizione
di integratore alimentare e definisce il ruolo aletcategoria di prodotti sulla salute
umana. Per l'identificazione dei biomarkers di espione e, di conseguenza,
dell’'effetto benefico, PlantLIBRA prevede di efigdre alcuni studi di breve durata
nelluomo. In particolare, la ricerca verra effetta nelle urine, che costituiscono,
generalmente, la fonte migliore dei biomarkers dpasizione e richiede un
intervento meno invasivo rispetto, ad esempio, religvo di campioni ematici.

Prima dello svolgimento degli studi vivo nelluomo, il progetto ha previsto un
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primo screening tramite metodologie vitro, opportunamente selezionateer

verificare nella maniera piu efficiente il potereiaffetto benefico dei PFS. Una
delle aree di ricerca identificate nel progettonRI$BRA per la valutazione dei
benefici connessi alll'uso di PFS e quella infianonat trattata nei paragrafi

successivi.

1.5 L’'inflammazione

L’inflammazione € un meccanismo di difesa aspegifibe I'organismo mette in
atto in risposta a vari stimoli dannosi quali, aserapio, un danno tissutale,
infezioni e risposte immunitarie. |l processo fltgio (dal grecophlogrsis
combustione) € composto da una sequenza di evéingli@ vascolare e cellulare
che hanno lo scopo di favorire I'eliminazione dsjiénte dannoso nonché la
riparazione o la sostituzione del tessuto dannéggilaprocesso infiammatorio e di
essenziale importanza per la difesa dell'organisesso si comporta, infatti, sia
come una prima linea di difesa, in risposta a tiaamagenti patogeni, sia come
innesco e “forza lavoro” ausiliaria per la rispostanunitaria specifica. Nonostante
cio le risposte inflammatorie, se eccessivameriterage nel tempo, sono di per sé
capaci di causare un danno tissutale, contribuesw all'insorgenza ed alla
progressione di numerose patologie. Tutti i disti@rporei sono potenzialmente
soggetti al processo inflammatorio; nei paragraficessivi € discussa in maniera
approfondita I'infammazione a livello gastrico pbé su questo aspetto si basa la
valutazione dell'attivita biologica dello studio espmentale presentato in questa

tesi.

1.5.1 La gastrite

La gastrite € definita come l'inflammazione dellaigosa gastrica confermata, su
base istologica, dalla presenza di un infiltratitaimmatorio costituito da neutrofili
e cellule mononucleari (Rugge et al., 2011). Laliuclassificazione delle gastriti &

basata sulla eziologia e ne distingue due tipolpgiecipali: le gastriti Hp-correlate,
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in cui il processo inflammatorio €& scatenato dafézione da parte
dell'Helicobacter pylori e le gastriti non Hp-correlate, in cui il processo
inflammatorio & scatenato da altri agenti, prevalerente agenti chimici o malattie

a carattere autoimmunitario.

1.5.2 Le gastriti Hp-correlate

Epidemiologia delle gastriti Hp-correlate

L’ Helicobacter pylorirappresenta il pit comune agente eziologico dedlstrge.
Esso é un batterio microaerofilo, acidofilo, graegativo e flagellato in grado di
colonizzare la mucosa gastrica e recentementeifatags come cancerogeno di
tipo I. L'infezione daHelicobacter pylorié particolarmente diffusa ed interessa piu
del 50% della popolazione mondiale, con una maggprevalenza nei bambini e
nei Paesi in via di sviluppo. In particolare sisdi che 'infezione d&lelicobacter
pylori abbia una prevalenza del 25-50% nei Paesi indliznaé e del 70-90% nei
Paesi in via di sviluppo (Smith et al., 2003). lidnione daHelicobacter pylori
avviene normalmente durante l'infanzia, e raratin adulta, anche se vi possono
essere notevoli differenze nelle tempistiche del¥zione in funzione della
condizione socio-economica dei soggetti (a suaavsltettamente correlata al
livello di igiene domestica ed al numero di indwicconviventi nella stessa unita
abitativa) e del paese di origine: i bambini restd@ei Paesi in via di sviluppo
contraggono linfezione tipicamente prima dei 1Miadi eta mentre nei Paesi
industrializzati vi € un aumento della prevalenzguesta infezione correlato all’eta
(Tan eWong, 2011). La modalita di trasmissione dell'infe® tra i soggetti rimane
ancora da chiarire: la via di trasmissione piu plole sembra essere quella oro-
fecale, mentre la trasmissione orale-orale sem¢gare poco probabile, sebbene il
batterio sia stato riscontrato anche a livello aledbliva e della placca dentaria.
Nonostante I'elevata prevalenza dell'infezioneHigicobacter pylorj la maggior
parte dei soggetti infetti (80-90%) risultano essdel tutto asintomatici (con una
moderata inflammazione individuabile solamenteas#rso biopsia e successiva

analisi istologica) mentre solo il rimanente 10-20%b incontro allo sviluppo di
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alcune patologie quali la gastrite atrofica, I'ukcepeptica, I'adenocarcinoma
gastrico ed il linfoma associato alle mucose (MALT)jrca il 3% dei soggetti
sviluppa inoltre tumore gastrico (Correa et alQ&0 Le differenze inter individuali
nella risposta patologica possono essere ascriabilumerosi fattori, tra cui si
ricordano: fattori di virulenza del batterio, leegisposizione genetica del soggetto-
ospite (Malaty et al., 1994), la risposta immun&atell’ospite e fattori ambientali
come lo stile di vita (in particolare il fumo e #ress) (Dorer et al., 2009). Tra i
fattori di virulenza, termine con il quale si idiégicano tutti gli effettori che
consentono al microrganismo di invadere ed infettdorganismo-ospite, si
ricordano: l'apparato flagellare, le molecole diesidne, l'ureasi e le tossine
batteriche (quali 'LPS ed il CagA).

| fattori di virulenza dell'Helicobacter pilori

« L’apparato flagellareHelicobacter pylorie dotato di un apparato flagellare,
costituito da 4 a 7 flagelli unipolari, codificata piu di 40 geni sparsi nel
genoma. Ciascun flagello € costituito da un filatogaroteico, composto da
un co-polimero di flagellina A (FlaA) e flagellina (FlaB), circondato da
uno strato membranoso che lo protegge dall’acitiita dello stomaco
(Kostrzynska et al., 1991; Suerbaum, 1995) e camed corpo basale
dall'uncino (o flagellar hooR, codificato dal gene flgE. L’apparato
flagellare e di vitale importanza per la capacit@alonizzazione: i flagelli
permettono infatti al microrganismo di muoversi idgmente nel lume
gastrico ed attraverso lo strato di muco che rieoprprotegge le cellule
epiteliali. L'importanza dell’apparato flagellareemp la colonizzazione
dell'ospite € dimostrata dal fatto che la mutazidneno qualsiasi dei geni
coinvolti nella motilita € in grado di rendere ilAtpgeno incapace di
colonizzare l'ospite (Foynes et al., 2000; Kavermanal., 2003; Kim et al.,
1999; Ottemann eowenthal, 2002).

* Le molecole di adesiondielicobacter pylori una volta all'interno dello

strato mucoso che riveste I'epitelio gastrico, deper poter mettere in atto
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una infezione persistente, aderire alla cellul¢éedipli. Per fare cio, si avvale
di una serie di proteine, note complessivamenteecanhesine, le quali,
interagendo con recettori presenti sulle celluleteépli dello stomaco
umano, consentono al patogeno di ancorarvisi stanile. Tra le principali
molecole di adesione espresse ddlicobacter pylori si ricordano:
I'HpaH, una proteina legante I'N-acetilneuroamilaittosio, BabA, AlpA e
AlpB e KatA, la catalasi dH. pylori, la quale sembra mediare l'attacco a
residui di fosfatidiletanolammina sulla superficielle cellule epiteliali. E’
importante ricordare, comunque, che solo circaOb2della popolazione
totale diHelicobacter pyloripresente a livello gastrico aderisce alle cellule
epiteliali; il rimanente 80% rimane localizzato melico, in stretta vicinanza
all'epitelio gastrico, ma senza aderire allo stessh legame
dell'Helicobacter pilori alla membrana plasmatica apicale delle cellule
epiteliali gastriche non & senza conseguenze pHllidla ospite: il contatto
con il batterio conduce infatti ad un profondo magiamento della
membrana plasmatica, dovuto ad una riorganizzazi@heitoscheletro di
actina, che favorisce I'estensione della membrdaanmtica e, quindi, un
aumento della superficie di contatto tra la memarplasmatica cellulare e
la superficie batterica.

L'ureasi: l'ureasi € un enzima multimerico di 550& appartenente alla
classe delle idrolasi ed altamente espressoHwitobacter pylori dove
rappresenta il 10% delle proteine cellulari to{@diontecucco eRappuoli,
2001). Dal punto di vista strutturale I'enzima giea costituito da dodici
subunita, sei subunitd UreA e sei subunita UreBieda livello del sito
attivo di ciascuna delle subunita UreB, sono presire ioni nichel Ni2+,
fondamentali per il funzionamento dellenzima stesk’ureasi catalizza
l'idrolisi dell’'urea, normalmente presente all'ime@ delle secrezioni
gastriche, in ammoniaca ed anidride carbonica (&igu2). Tali composti,
innalzano il pH del microambiente che circondaattério, permettendone

la sopravvivenza. In assenza dell'ureasi, I'estreacaita tipica dello
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stomaco, con un pH di circa 2, impedisce la sopvanza del batterio;
studi condotti in modelli animali con ceppi Helicobacter pylorimutanti
per l'ureasi hanno infatti evidenziato che questnirea e essenziale per la
colonizzazione e la sopravvivenza del batterioonstbmaco (Tsuda et al.,
1994). E’ importante ricordare che gli ioni ammorgbe si generano
dall'azione ureasica sono in grado di mediare, digettamente che
indirettamente, un danno all’epitelio gastricoi tahi, gia tossici di per se a
causa del loro pH, possono inoltre dare luogo &lanazione di ioni
idrossido, in grado di esercitare una forte aziometossica nei confronti
delle cellule epiteliali gastriche. L'attivita urgaa del batterio, quindi, oltre
ad essere implicata nella sopravvivenza del miemsmo a pH
estremamente acidi, € coinvolta anche nella patoiggerdel batterio, in

guanto puo determinare una azione lesiva a livdgidessuti

C N
HZN"’ KNHQ + H20 * CO2 + 2NHs
UREA

Figura 1.2 - Reazione di idrolisi dell'urea, catalizzata taizima ureasi

Le citotossine batteriche: tra i piu importantiedféri coinvolti nel danno
tissutale a livello dell’epitelio gastrico si rictano la citotossina CagA e la
citotossina vacuolizzante VacA, espressi in aloceppi di Helicobacter
pylori, denominati rispettivamenteag+ e vacA+ La proteina CagA,
codificata dal geneagA (Cytotoxin associated gené,/A una proteina di
superficie di 130 kDa codificata dalla isola di ggenicita cagdag PA),
una regione gnomica di 40 kb codificanti per cigfaproteine coinvolte in

diverse fasi dell'infezione (Censini et al., 199Bpvacci et al., 1997). Le
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proteine codificate dalleag PAl inclusa la citotossina CagA, sembrano non
avere una azione tossica diretta ma piuttosto uman@ antigenica
attraverso la quale inducono una intensa risposfammatoria con
produzione di chemochine, ed in particolare di |Ld& parte delle cellule
dello stomaco, contribuendo in tal modo al danregginto della mucosa,;
inoltre, lacag PAI sembrerebbe indurre un aumento della secreziowa aci
da parte delle cellule epiteliali, con conseguantkippo di ulcere (Crabtree
et al., 1992). La tossina vacuolizzante VacA, esgaeda circa il 50% dei
ceppi diHelicobacter pilori(Bodger eCrabtree, 1998), e codificata dal gene
vacA (non incluso nell'isola di patogenicita cag) € iogein grado di
mediare un effetto citotossico diretto e la suaresgpone da parte del
batterio risulta essere positivamente associata icpiu severi stadi di
inflammazione gastrica ed ulcera peptica. E' dardare comunque che,
sebbene il geneacApossa essere presente sia nei cepgi che nei ceppi
cag- la proteina VacA e attiva esclusivamente nei tepg+ (Xiang et al.,
1995).

Modalita di infezione dellHelicobacter pylori

La modalita di infezione da parte delelicobacter pyloripud essere schematizzata

in tre fasi principali: colonizzazione delle ceiugpiteliali dello stomaco, creazione

di un microambiente adatto alla sopravvivenza derenganismo e riproduzione

del microrganismo patogeno con conseguente darsmeggio della mucosa

gastrica. Nella prima fase, il batterio, grazie gtesenza dei flagelli, penetra nello

strato di muco che ricopre le cellule epitelialsgeche ed aderisce alle stesse per

mezzo di specifiche proteine d’adesione, le adesiadase di colonizzazione delle

cellule epiteliali € permessa, oltre che dai flagahche dall'attivita ureasica del

batterio, che lo difende dalle condizioni di aadditstrema che caratterizzano il lume

gastrico. Nella seconda fase &ltobacter pylorimette in atto strategie in grado di

garantirgli la sopravvivenza in un ambiente estmaewte ostile; in particolare

questo viene realizzato attraverso l'innalzamerebpH determinato dall’attivita
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ureasica: l'urea, normalmente presente allinterdel lume gastrico, viene
convertita in anidride carbonica ed ammoniaca, inhalza il pH nell'intorno del
batterio. Una volta colonizzata la mucosa gasttietelicobacter pylorisi ritrova in
un ambiente ideale per la sua sopravvivenza; esspwdi incontro a riproduzione
ed alla produzione di alcuni composti (quali leotmssine CagA e VacA) in grado
di danneggiare le cellule epiteliali e di attivanea risposta inflammatoria (Figura
1.3).
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Figura 1.3 - Infezione e danneggiamento della mucosa gasti@aparte delMelicobacter pylori
Nellimmagine 1 € mostrata la colonizzazione delldlule epiteliali dello stomaco; nellimmagine 2 e
mostrata la creazione del micro-ambiente basicamned alla sopravvivenza del microrganismo.
Nellimmagine 3 e 4 sono mostrate la riproduziomé microrganismo ed il danneggiamento della mucosa
gastrica
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Risposta dell’organismo all'infezione da parte dédllicobacter pilori

A seguito dell'infezione, l'organismo ospite scaemn’importante risposta
immunitaria, sia innata, attraverso l'interazionei dLRs (TollLike Receptons
(Lepper et al., 2005) e NLR&I@d-Like Receptojscon elementi del patogeno, dal
rilascio di citochine da parte delle cellule epékle dall’infiltrazione di neutrofili e
macrofagi, sia acquisita con [l'attivazione linfeacia nella mucosa gastrica e
I'induzione di una risposta umorale specifica deratzata dalla produzione di IgA,
IgM ed IgG (Lindholm et al., 1998; Lindholm et é2001; Mohammadi et al., 1996;
Mohammadi et al., 1997; Noach et al., 1994). Hesisa immunitario innato modula
la risposta all'infezione da parte délBlicobacter pylorie dei suoi prodotti
attraverso due principali classi di recettori: iR ed i NLRs. Tali recettori, a
seguito dell'interazione con i loro specifici ligéinattivano la trascrizione di fattori
come NF-kB, AP-1 e CREB-1, inducendo la produziainehnumerose citochine
inflammatorie, quali il TNF Tumor Necrosis Factor)'IL-1b, I'IL-6, I'IL-8, I'IL-

10, I'lL-12, I'lL-18 (Sanchez-Zauco et al., 2010ENA-78 (Epithelial cellderived
Neutrophil-Activating protein 73 il GM-CSF Granulocyte-Monocyte Colony-
Stimulating Factoy, RANTES Regulated on Activation, Normal T Expressed and
Secretell e GRO Growth Regulated OncogenePiu precisamente i TLRs sono
recettori che partecipano al riconoscimento di malle associate ai microrganismi
(MAMP) e di molecole associate al danno (DAMP). emmiferi sono presenti
13 tipi di recettori TLRs. Essi sono recettori sarembrana caratterizzati dalla
presenza di un dominio extracellulare comprendegtgoni ripetute ricche in
leucina (LRR) di 24-29 amminoacidi; presentanotmgolina o due regioni ricche in
cisteina ed un dominio intracellulare di circa 2&®minoacidi denominato TIR
(Toll/IL-1R), che media la trasduzione del segrn@derem et al., 2000). Ciascuno
dei 13 tipi di TLRs presenti nei mammiferi svolgenzioni differenti: il TLR2
riconosce il peptidoglicano (PGN), I'acido lipotéom (LTA) e le lipoproteine dei
batteri Gram positivi, cosi come lo zimosano devili. I| TLR3 riconosce 'RNA a
doppio filamento (dsRNA). Il TLR4 riconosce il lipolisaccaride (LPS) della
parete dei batteri Gram negativi e le proteineadgtiocktermico (HSP) di 60 e 70
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kDa. Il TLR5 riconosce la flagellina batterica mentii TLR9 partecipa al
riconoscimento della CpGs, del DNA non metilatoTlILR1, TLR6 e TLR10
possono formare eterodimeri con il TLR2, aumentaladspecificita per i suoi
ligandi (Akira et al., 2006). Il patogeno producsexerne inoltre molecole chemo-
attrattive in grado di attraversare la barrieraetjpile quali, la proteindP-NAP
(Helicobacter pilori neutrophil activating proteiy una proteina di 150 kDa in
grado di indurre l'attivazione e I'attrazione deeutrofili e dotata di attivita
chemotattiche anche verso i monociti. La degradezitissutale che segue il
reclutamento e [lattivazione di cellule infiammagor non risulta essere
sufficientemente dannosa per l'ospite ma, grazita ahoderata risposta
inflammatoria ed alle associate alterazioni nellEmirane basali e nelle giunzioni
strette delle cellule epiteliali, promuove la pradue ed il rilascio di nutrienti dalla
mucosa in grado di sostenere la crescitaHdlicobacter pilori (Montecucco e
Rappuoli, 2001). Helicobacter pylorie i suoi prodotti sono quindi in grado di
dare luogo ad inflammazione gastrica attraverso piuecipali meccanismi: il
danno mucosale diretto e/o la liberazione di mediahimici pro-inflammatori da

parte delle cellule epiteliali.

« Danno mucosale diretto: il legame del microrganisati@pitelio cellulare
si accompagna a perdita dei microvilli, irregokardel bordo luminale e
cambiamenti intracellulari dovuti al rilascio dizami e tossine da parte
dell'Helicobacter pylori L’'Helicobacter pyloriesprime infatti numerose
citotossine ed enzimi, alcuni dei quali (come lase le fosfolipasi e gli
enzimi proteolitici), possono avere un ruolo doetel danno alla mucosa.

» Liberazione di mediatori chimici pro-inflammatoradoarte delle cellule
epiteliali: I'epitelio gastrico € una importantente di chemochine che
vengono rilasciate sia in risposta all’'infezioneHigicobacter pyloriche di
mediatori pro-inflammatori endogeni. Il rilascioitgtiale di chemochine
indotto dall'infezione coinvolge l'attivazione difNkB (Bodger et Crabtree,
1998) e sembra essere particolarmente importangd séadi iniziali

dell'inflammazione indotta daMelicobacter pylori in cui [I'epitelio
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gastrico agisce come importante prima linea disdifeontro I'infezione
microbica. Nella Tabella 2.sono elencate le principali chemochine e
citochine che si riscontrano nelle gastriti Hp-assi@ e in Figura 1.4 sono

rappresentati i principali fattori coinvolti in gste tipo di gastriti.

MEDIATORE AZIONE
Citochine
TNF Pro-infiammatoria
Ir-1 Pro-infiammatoria
II-6 Pro-infiammatoria
IL-7 Regolazione dei linfociti T e B
IL-10 Down-regolazione della risposta immunitaria
IL-12 Stimolazione della risposta Thl
INF-y Pro-mnfiammatoria
GM-CSF Pro-infiammatoria
Chemochine
IIL-8 Reclutamento ed attivazione dei neutrofili
GRO Reclutamento ed attivazione dei neutrofili
RANTES Reclutamento ed attivaziom delle cellule mononuclear:
MIP-1a Reclutamento ed attivazioni delle cellule mononucleari

Tabella 1.2- Principali mediatori chimici implicati nelle gaii Hp-associate
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Figura 1.4 - Rappresentazione della mucosa gastrica coldaizg@l’Helicobacter pilori Durante
I'infezione il batterio entra nel lume gastrico gial movimento dei flagelli edll'attivita ureasica. L'ureasi
permette la colonizzazione e la sopravvivenza dékhoin un ambiente acido attraverso la produzione di
ammoniaca, che tampona il pH. bhatterio raggiunge quindi la superficie apicalel’dpitelio cellulare
gastrico e si legad essa attraverso specifiche molecole di adesieraglesine. Il patogeno inietta quirai
proteina CagA nelle cellule ospiti attraverso wtesha di secrezione di tipo IVriascia altri fattori tossici
come la HP-NAP e VacA. VacA induce alterazioni éejflunzioni strette e la formazione di larghi vacuoli
La HP-NAP attraversa la barriegpiteliale e recluta i neutrofili ed i monociti daasi ematici; questi
possono causarmanni tissutali attraverso il rilascio di intermeadattivi dell'ossigeno (ROIs). Lproteine
CagA iniettate determinano I'alterazione del citodetro, I'estroflessiondella membrana plasmatica ed il
rilascio di linfochine pro-infiammatorie, chemplificano la reazione infiammatoria con il reeluento di
linfociti ed inducono urulteriore rilascio di ROIs. La combinazione deliiata tossica di VacA e dei ROIs
comporta un danno tissutale che € ulteriormenteaagtp dalla perdita dello stratoucoso e dall'ingresso
degli acidi gastrici (MontecuccoRappuoli, 2001).

Le gastriti non Hp correlate

Le gastriti non Hp correlate comprendono tre ppabitipologie di gastriti: le
gastriti da agenti chimici (o gastropatie), le géstutoimmuni ed altre tipologie di
gastriti.
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» Le gastriti da agenti chimici (0 gastropatieimerosi agenti chimici sono in

grado di dare luogo ad un ampio spettro di lestelia mucosa gastrica,
associate ad un lieve stato inflammatorio. La maigarte delle gastropatie
chimiche sono asintomatiche e, nella maggioranzaa$e, sono causate dai
FANS, farmaci antinfammatori non steroidei in gvadi determinare un
danneggiamento della mucosa gastrica attraversdupfice meccanismo:
I'azione lesiva provocata dal diretto contatto tlimaco con la mucosa
gastrica e l'inibizione della sintesi dei prostahpii quali svolgono un

importante ruolo di protezione nei confronti delaucosa gastrica. |
prostanoidi, infatti, stimolano la secrezione diamue di bicarbonato e
partecipano al mantenimento di un adeguato flugsatieo della mucosa.
L’inibizione della loro biosintesi (attraverso limzione della COX-1)

comporta percio una modificazione dello strato dicm che riveste la
mucosa gastrica ed una riduzione del flusso ematetdendo la mucosa
gastrica maggiormente suscettibile al danno.

 La gastrite autoimmune: con il termine gastriteoautnune si intende
inflammazione della mucosa gastrica determinata uh aggressione
autoimmunitaria. Tale tipologia di gastrite € nolmente limitata atorpus
dello stomaco, con anticorpi diretti contro le gkl parietali e contro il
fattore intrinseco. | soggetti affetti da gastri@toimmune presentano
generalmente ipo/acloridiria, ipergastrinemia, basspporto pepsinogeno
I/pepsinogeno Il (parallelamente alla perdita dejl@andole oxintiche),
carenza di vitamina B12 ed anemia macrocitica.

« Altre tipologie di gastriti: nella pratica clinicl prevalenza delle altre
tipologie di gastriti € praticamente trascurabile maggior parte delle
gastriti virali, micotiche, batteriche (con l'ecomze di quella causata
dall'Helicobacter pyloj o da altri parassiti sono associate ad
immunodeficienza e non sono significativamente oalte nel pathwaydi

sviluppo tumorale gastrico.
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| fattori di trascrizione NF-kB

NF-kB & una famiglia di fattori di trascrizione unclbili, espressi in modo
ubiquitario, che giocano un ruolo importante netkgolazione del processo
inflammatorio e di numerosi processi fisiologici adju la crescita, |l
differenziamento cellulare, I'apoptosi, la plagécsinaptica e la memoria (Albensi e
Mattson, 2000; Barkett et al., 1999). La grandeidgiendei fattori di trascrizione
NF-xB € composta, nei mammiferi, da cinque membri susidin due principali
sottofamiglie (Tabella 1.3): 1) le proteine NF-kBdobclasse I, tra cui la proteina
p50 e p52, che vengono prodotte dal processameoteafitico dei loro precursori
(p105 e p100, rispettivamente) e 2) le proteinedrdil classe I, tra qui c-Rel, RelB
e RelA, nota anche come p65 (Hayden et al., 2008).

Sottofamiglia Proteine Gene

NF-kB o classe I | NF-xB1 (o pl05 — p50) | NFKBI
NF-kB2 (o p100 — p52) | NFKB2

Rel o classe II c-Rel REL
RelA (o p65) RELA
RelB EELB

Tabella 1.3- Proteine presenti nell'uomo appartenenti allaifdia NF-kB

Tutte queste proteine, sia le NF-kB che le Reldoadono un dominio altamente
conservato posto all’estremita N-terminale noto eoRHD Rel Homology
Domain e mediano funzioni simili (Gilmore, 1990). Il domo RHD e
caratterizzato dalla presenza di sequenze coinvudiéa dimerizzazione delle
proteine, nel loro legame al DNA e nel legame agbitori IkB (Figura 1.5); esso
presenta inoltre le sequenze NUSu€lear LocalizationSigna), importanti per la
localizzazione nucleare. Le due sottofamiglie diffeono a livello dell’estremita C-
terminale: le proteine Rel presentano un dominitei@inale di trans-attivazione
TAD (Trascriptional activation domajnnon molto conservato, mentre i membri

della sottofamiglia NF-kB sono caratterizzati dgdtasenza di un lungo dominio C-
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terminale di trans-repressione il quale contien@ecoultiple di anchirina, in grado
di mascherare le sequenze di localizzazione nieleauindi di inibire I'attivita di
gueste proteine. Le proteine della sottofamiglia-K&#F sono sintetizzate come
precursori (p100 e p105) che vanno incontro adrongsso proteolitico che genera
le proteine NF-kB mature, note come p52 e p50tdtpssamento di p100 e di p105
e mediato dal pathway ubiquitina-proteasoma e odgevla degradazione selettiva

delle loro regioni C-terminali contenenti le ripadini di anchirina.

RelA
RelB

Rel c-Rel
Dorsal
Dif

NF-xB ggg}{gl gg r RHD l“ll“ ‘
Relish sS

o, B, 7E i .
]

Cactus

RHD TAD

Figura 1.5 - Rappresentazione schematica della strutture dieie sottofamiglie dei fattori di trascrizione
NF-kB e delle proteine inibitorie IkB. Sia le priote Rel che le proteine NF-kB presentano un dominio
altamente conservato, noto come RHD. Tale dominimgortante nella dimerizzazione delle proteind, ne
loro legame al DNA, per il legame degli inibitorkB e presenta inoltre sequenze importanti per la
localizzazione nucleare. Le due sottofamiglie difieono a livello dell'estremita C-terminale: leoggine
della sottofamiglia Rel presentano il dominio TADTrdscriptional activation domajn mentre la
sottofamiglia proteica NF-kB presenta domini irdit formati da ripetizioni di anchirina, domini che
possono essere rimossi da proteolisi (Gilmore, 2006

Tutte le proteine appartenenti alla superfamiglie-kB sono in grado di formare
omodimeri o eterodimeri (ad eccezione di RelB chenegrado di formare
esclusivamente eterodimeri) in grado di legarggusnze DNAconsensugpresenti
nelle regioni regolatorie dei geni target, regolamal la loro espressione. Sebbene
omodimeri p50 e p52 siano, in generale, represkdia trascrizione, essi possono
partecipare alla transattivazione dei geni-targeimtindo eterodimeri con RelA,
RelB o c-Rel; dato che omodimeri p50 e p52 non doascrizionalmente attivi si
ritiene che per attivare la trascriziome vivo basti, in un dimero, almeno un

dominio di trans-attivazione. In condizioni normali dimeri di NF-kB sono
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mantenuti nel citoplasma cellulare in uno statdtiva da parte di una famiglia di
proteine inibitorie, note come complessivamentee&dkBs (nhibitors ofkB). Tale
famiglia di proteine inibitorie includecBa, 1B, 1kBe, le proteine precursori p100
e pl05 ed i membri atipici Bcl-3xB( e kBNS (Hayden et al., 2008). Dal punto di
vista strutturale le proteine IkBs sono caratta&iezlalla presenza di copie multiple
di ripetizioni di anchirina, in grado di mascherdaesequenza di localizzazione
nucleare (NLS) delle proteine NF-kB e pertanto reaatle sequestrate in uno stato
inattivo a livello del citoplasma (vedi figura 4)acobs eéHarrison, 1998; Gilmore,
2006). Le proteine IkBs contengono inoltre regiamigrado di interagire con
aminoacidi coinvolti nel legame al DNA di NF-kB emha sequenza PEST posta
all’estremita C-terminale, coinvolta nella regotam della degradazione delle IkBs
stesse (Baldwin, 1996). Questa visione classicanticanismo di inibizione da
parte delle proteine IkB € stata recentemente massiagcussione da diversi studi i
quali affermano che in realta i complessi inattiii NF-kB/IkBa si muovano
continuamente a cavallo della membrana nucleargf@sai et al., 1998; Birbach et
al., 2002; Huang et al., 2000; Johnson et al.9}%98 supporto di queste teorie,
esperimenti biochimici e strutturali hanno dimosirahe solo una delle due
sequenze di localizzazione nucleare presenti mekidi € mascherata da proteine
inibitorie IkBa. Tramite la NLS libera il complesgud migrare quindi nel nucleo
da cui pero viene subito esportato in quanto lategma IkBa presenta all’N-
terminale una sequenza NESIugClear Export Signal Poiché l'efficienza del
processo di esporto € molto superiore rispetto racgsso inverso, NF-kB si
accumula nel citoplasma; la presenza del complesastivo nel nucleo e stata
dimostrata sperimentalmente utilizzando leptomidinaome inibitore dell’esporto
nucleare. Quanto detto per IkBa vale anche pee.lkBantaggi di questo processo,
dispendioso da un punto di vista energetico, ratm® ulteriori approfondimenti.
In contrasto con quanto appena detto, i complessidti da NF-kB e la proteina
inibitoria IkBb permangono costantemente nel caspia poiché quest’ultima € in

grado di mascherare entrambe le NLS e non sarebbgedo di mediare I'esporto
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dal nucleo essendo carente della sequenza NES KMalal., 2001; Lee et al.,
2002).

Meccanismo di attivazione di NF-kB

Come detto in precedenza, in condizioni normalmeti di NF-kB sono presenti a
livello del citoplasma in uno stato inattivo, comgsati con le proteine inibitorie
IkBs. | dimeri NF-kB sono tuttavia in grado di &#irsi rapidamente in risposta ad
una ampia varieta di stimoli biologici ed ambientalali antigeni virali e batterici,
radicali liberi, radiazioni ultraviolette e citocta pro-inflammatorie quali ilumor
necrosis facto{TNF) e l'interleuchina-1 (IL-1) (Gilmore, 1999; [Giore 2006). La
stimolazione di una vasta gamma di recettori supalf (quali TLR, TNFR e
RANK) da parte di questi stimoli, potenzialmentedasi, conduce alla attivazione
della chinasi di IkB (anche nota come IKK), unatpnea composta da tre subunita:
le subunita catalitiche ad attivita chinasica IKKed IKK-2 (note anche come
IKKa ed IKKb, rispettivamente) e la subunita reggotia NEMO (nota anche come
IKKQ) (Zandi et al., 1998; Yamaoka et al., 1998 ¢hinasi di IkB & in grado di

fosforilare due residui di serina

localizzati sul dominio regolatorio

degli IkBs. Quando fosforilate a
livello di queste due serine, le
molecole inibitorie 1kBs vanno
incontro ad ubiquitinazione e
successiva degradazione a livel
del proteasoma 26S (Chen et a
1995). La proteina IkB degradate

non essendo piu legata al comples

NF-kB, non € piu in grado ¢

= -
mascherare la sequenza / N %
farget gena

localizzazione nucleare ( RN
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Figura 1.6 - L’attivazione di NF-kB & stimolata
dall'interazione di numerosi fattori quali LPS,TINF
e antigeni batterici con i loro rispettivi recettoH

quest’ultima che pud quindi trasloci punto di convergenza di tutte queste vie di attivee
e rappresentata dalla fosforilazione degli inibitor

nel nucleo, legarsi a specifiche seque IkBs, a cui segue l'ubiquitinazione e la successiva
degradazione a livello proteasomale. Questo coraport

responsive presenti sul DNA I’ingrfa_sso di NF-kB nel nucleo, i_I suo legame cen |
specifiche sequenze target a livello del DNA e la

stimolare I’espressione dei geta'rget stimolazione della trascrizione genica

che possiedono siti di legame per NF-kB (Figurg. IN&--kB regola la trascrizione
di un grande numero di geni, tra questi si ricoodageni codificanti per citochine,
chemochine, peptici antimicrobici e proteine amijatotiche. E’ da ricordare che
NF-kB e in grado anche di stimolare I'espressioaeica dei geni codificanti per le
sue proteine inibitorie IkBs e degli enzimi deubiiopanti A20 e Cyld (che regolano
negativamente l'attivazione di IKK) (Wullaert et,a2006; Nelson et al., 2004). In
guesto modo l'attivazione di NkB risulta essere strettamente controllata da una
inibizione afeedbacknegativo. Studi piu approfonditi hanno dimostratee de
diverse IkBs mediamo due tipi di attivazione diffiete: se IkBa regola attivazioni
transienti di NF-kB, IkBb e responsabile di attivae durature della proteina
suddetta (May et al., 1997). kBa e infatti rapidente degradata una volta
fosforilata dalla chinasi IKK attiva ma & pure w&mente resintetizzata data la
presenza di un elemento responsivo a NF-kB nepsoimotore. La proteina appena
sintetizzata possiede una NLS e puo quindi entratewucleo dove spiazza NF-kB
dal DNA e lo trasporta nuovamente nel citoplasmbeimdone I'attivita. IkBb, al
contrario, € meno sensibile alla degradazione taddf stimoli infiammatori
rispetto a IkBa. E stato quindi proposto che l'iaigone selettiva tra kB-Ras e IkBb
e di importanza fondamentale per inibire la degramee di IkBb durante
I'attivazione di NF-kB (Fenwick et al., 2000). Corg& detto in precedenza IkBb
non presenta una sequenza NES e non e inducileFdkBNPoiché IkBb neo-
sintetizzata puo interagire con NF-kB legato al DN#a non € in grado di

spiazzarlo, il risultato € una risposta piu peesist.

NF-kB ed il processo inflammatorio

L’attivazione della famiglia dei fattori di traszione NF-kB gioca un ruolo centrale

nel processo inflammatorio grazie alla loro abidtdndurre la trascrizione di geni
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codificanti per molecole pro-inflammatorie. Una teohttivato, infatti, NF-kB € in
grado di legarsi a specifici elementi responsivesenti sul DNA e di indurre
I'espressione di proteine quali citochine (come TNF1, IL-2 e IL-6), chemochine
(come RANTES, MCP-1, MIP-1, MIP-2 e IL-8), molecale adesione cellulare
(come ICAM, VCAM e le E-selectine) e l'espressiome enzimi quali le
ciclossigenasi di tipo 2 (COX-2), le ossido nitrismtasi inducibili (INOS) e le
metallo proteinasi di matrice (MMPs), tutti fattate giocano un ruolo critico nel
processo inflammatorio (BaeuerleBaichwal, 1997; Pahl, 1999; Tak e Firestein,
2001). Diverse ricerche hanno messo in luce chepersistente attivazione di NF-
kB e coinvolta nella patogenesi di numerose malattiiammatorie, sia acute che
croniche. Dato quindi il ruolo chiave di NF-kB reellisposta inflammatoria e nelle
patologie ad essa correlate, sono state condotteenmse indagini volte a
permettere una migliore comprensione del suo meéswand’azione al fine di
identificare sostanze in grado di modularne ldtivche possano avere un
importante sviluppo farmacologico. E’ tuttavia dzordare che, sebbene NF-kB sia
un importantetarget terapeutico per la cura di patologie infammatoesso é
comunque necessario per la normale fisiologia lzebuper cui la totale inibizione
di NF-kB potrebbe avere pesanti effetti collatexiali la compromissione della
normale difesa immunitaria; questo € dimostrato fd#b che topi caratterizzati
dall'assenza di NF-kB non sono in grado di scordigginfezioni opportunistiche
(Lavon et al., 2000). NF-kB é& difatti essenzialer pga corretta risposta
immunitaria nonché per la sopravvivenza e lattivae linfocitaria. Queste
evidenze suggeriscono chesignaling di NF-kB ha importanti funzioni per il
mantenimento della fisiologica omeostasi immurgiagembra percio che NF-kB
svolga due ruoli apparentemente contrastanti: détanl’aumentata e prolungata
attivazione di NFR<B induce linflammazione ed il danneggiamento tiakej
dall'altro lato I'inibizione del signaling di NF-xB puo disturbare I'omeostasi

immunitaria portando allo sviluppo di inflammaziom@atologie.
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Inibitori naturali di NF-kB

L'importanza di NF-kB nel processo infammatorioriende un importantearget
farmacologico per la cura di numerose patologieceReEemente sono stati
identificati molteplici composti di origine naturale in gradondodulare I'azione di
NF-kB e, quindi, il processo inflammatorio stesérma questi si ricordano numerosi
polifenoli  (tra cui alcuni lignani, il resveratrglo la curcumina,
I'epigallocatechinagallato e la quercetina), sesgpeni (come il partenolide, il
costunolide, il celatrolo ed il celafanolo A), dirpeni (come la excisanina e la
cambecaurina) e triterpeni (come la acicina edamdrina) (Nam, 2006; Bremner e
Heinrich, 2002). | polifenoli, in particolare, hamnicevuto una notevole attenzione
grazie alla loro capacita di modulare numepehwaycorrelati all'inflammazione;
diverse evidenze sperimentali, infatti, sottolin@eaome tali composti possano agire
sia a livello delpathwayinfiammatorio correlato all’acido arachidonico (atterso
la modulazione delle ciclossigenasi, delle lipossagi e delle fosfolipasi A2) che a
livello del pathwayinfliammatorio non correlato all'acido arachidoni@itraverso
la modulazione del fattore di trascrizione NF-kBellel ossido nitrico sintasi
inducibili e dei PPARS). L'importanza dei polifenobme agenti anti-inflammatori
e sottolineata dal fatto che ben 12 su 40 farmatn@ammatori approvati tra il
1983 ed il 1994 sono basati o derivati da questpmsti naturali (Yoon @aek,
2005). Tra le fonti naturali ricche in polifenoli scorda laCamellia sinensid..,
particolare oggetto di studio di questa tesi. Nefibito del progetto europeo
PlantLIBRA, & stata effettuata una ricerca sist@natella letteratura relativa
all'attivita anti-inflammatoria anche di altre ptenoltre allaC. sinensisdelle quali

verra in seguito testata l'attivita biologisavitro.
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2. SCOPO DELLA TESI

Tra le attivita del progetto europeo PlantLIBRAeaste particolare importanza la
valutazione dell’effetto benefico derivante dalfaszione di integratori alimentari
a base erboristica. Ad oggi, tale valutazione éatih allEFSA, la quale, per le
richieste di claims salutistici, richiede ['utiliazdi studi clinici randomizzati e
controllati per stabilire la relazione causa-effdtta assunzione di un componente
alimentare (tra cui anche gli ingredienti vegei@piegati in integratori alimentari)
e I'effetto beneficoffisiologico sulla salute umadattavia, occorre sottolineare che
esiste una difficolta oggettiva nell'effettuare ditali intervento nelluomo, sia in
termini di costi che di complessita nella definimodei parametri fisiologici. In
aggiunta, per molte piante utilizzate come ingnetlidi integratori alimentari non
esistono studi nel’'uomo in quanto i dati riguartildroro effetto benefico & basato
sulla tradizione d’'uso e non su studi scientifidi hoc. Inoltre, dal punto di vista
legislativo, esiste una forte discrepanza tra tkati richiesti per I'immissione in
commercio di un medicinale vegetale tradizional®¢pdura semplificata, che non
prevede l'esecuzione di studi clinici nel'uomo)oeelli richiesti per i claims
salutistici (studi di intervento nelluomo). Talésdrepanza ha portato la Comunita
Europea a non prendere ancora alcuna decisione eéntomalla valutazione
dell’efficacia di prodotti a base vegetale (EU Fd@oimmission, 2010). Il progetto
PlantLIBRA, al fine di contribuire a colmare taleoto e supportare 'EFSA e le
altre autorita regolatorie nelle decisioni riguarilala valutazione del rischio-
beneficio relativa alluso di integratori alimentar base vegetale, si propone di
effettuare studi di intervento nell'uomo. In tal dw attraverso la ricerca e la
misura dei markers biologici di esposizione, samasfbile valutare il potenziale
benefico derivante dal consumo di integratori afitae a base vegetale. Inoltre, la
caratterizzazione fitochimica degli estratti utibti, basata su metodi validati,
risulta essenziale nella valutazione del benefido.questo scopo, un primo

screening sull’attivita biologica di estratti/inta¢pri vegetali € in fase di sviluppo
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tramite metodologién vitro. Tali metodi possono risultare utili, in vista diemtuali
richieste di claims salutistici da parte delle ade, anche come modelli alternativi
agli studi nelluomo dati gli elevati costi e laffiiolta nella definizione di
parametri fisiologiciin vivo. Nel progetto sono state identificate cinque alee
ricerca principali per la valutazione dei benefiGarea cardiovascolare, apparato
scheletrico, area relativa alle condizioni asseciala post-menopausa, sistema
gastrointestinale e l'area inflammatoria, sullalgusl basa la presente ricerca. Lo
scopo della prima parte del lavoro € stato quelloeffiettuare una revisione
sistematica della letteratura riguardante gli stegidemiologici e di intervento
nelluomo circa lattivita anti-infammatoria di 1@iante identificate rilevanti in
quest'area, scelte sulla base della lista di piaogdte nell’'ambito del progetto. Tali
piante sono:

1- Vitisvinifera L.

2- Camelliasinensis L.

3- Matricariarecutita L.

4- Oleaeuropea L.

5- Urticadioica L.

6- Harpagophytum procumbens L.

7- Curcumalonga L.

8- Boswellia serrata L.

9- Symphytum officinalis L.

10- Calendula officinalis L.
Lo scopo della seconda parte del lavoro, inveca® quello di valutare il profilo
fitochimico di estratti acquosi di una delle pianwuiltate di maggiore interesse, la
Camellia sinensis L. In particolare, € stato effettuato un primoesering per la
valutazione dei profilo dei polifenoli totali se¢midalla quantificazione tramite
HPLC delle catechine, responsabili della maggiortepalegli effetti benefici
nelluomo. Successivamente, é stata valutata itdtianti-inflammatoria a livello
gastrico degli estratti in colture cellulari di adearcinoma gastrico. L’attivita

biologica e stata successivamente paragonataialtaintiossidante degli estratti.
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Come gia accennato, lo studio dell’attivita biolzgisi pone come obiettivo quello
di fornire un modellan vitro che possa mimare le condizioni fisiologidinevivo,

difficili da misurare e che richiedono elevati ¢adit esecuzione. Nell’lambito del
progetto, la ricerca proseguira su altre pianteltate di particolare interesse quali

la Vitis vinifera, laMatricaria recutita e laCalendula officinalis.
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3. MATERIALI
3.1 Campioni

| campioni utilizzati per le analisi e mesi mancaaita data di scadenza sono
riportati in Tabella 3.1. Essi comprendono:
» 1 estratto acquoso commerciale di te verde (GTdE)jtb dalla Martin Bauer
Group (Martin Bauer GmbH & Co, Vestenbergsgreutérfania);
» 3 campioni di té verde di differente marchio comoree (GTI-1, GTI-2,
GTI-3);
» 2 campioni di té verde decaffeinato (GTID-1, GTIPDeR differente marchio
commerciale;
» 2 campioni té nero (BTI-1, BTI-2) di differente nsaito commerciale;
» 1 campione di té nero decaffeinato (BTDI-1).
Successivamente, da essi sono stati preparasétti acquosi come descritto nel

capitolo “Metodi”.

Tabella 3.1 Eampioni analizzati e tempo alla scadenza (mesi)

Campione Mesi alla scadenza

Estratto di té verde commerciale (GTE) -
Te verde-1 (GTI-1) 8
Té verde-2 (GTI-2) 23
Té verde-3 (GTI-3) 24
Té verde decaffeinato-1 (GTID-1) 14
Té verde decaffeinato-2 (GTID-2) 13
Té nero-1 (BTI-1) 23
Té nero-2 (BTI-2) 23
Té nero decaffeinato-1 (BTID-1) 14
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3.2 Saggio di Folin-Ciocalteu per la determinaziondei polifenoli totali

Reagenti:
» Acqua bidistillata

» Carbonato di sodio (Sigma Aldrich, Steinheim, Garya
> Reagente per il fenolo secondo Folin-Ciocalteu @Wer Darmstadt,

Germany)

Standard:
» Acido gallico (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany)

Strumenti:
» Spettrofotometro UV-VIS Cary 50 Scan, Varian (Palm, CA, USA)

3.3 Analisi cromatografica

Solventi
» Acqua bidistillata
» Acqua per HPLC (Romil Pure Chemistry, Cambridge)
> Acetonitrile per HPLC (VWR International, Geldenaakaan,Leuven,
Belgium)
» Acido Formico (Merck, Darmstadt, Germany)

» Metanolo (Romil Pure Chemistry, Cambridge, UK)

Standard purificati

» Caffeina anidra (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germanparrezza > 95%

> (-) Epicatechina (Sigma-Aldrich, Steinheim, Gernadnpurezza > 90%

> (-) Epicatechina gallato (Sigma-Aldrich, Steinhei@®ermania), purezza >
98%
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> (-) Epigallocatechina gallato (Sigma-Aldrich, Steéim, Germania), purezza
> 95%

Apparecchiatura cromatografica
» 2 pompe PU-1580 Jasco (Tokyo, Giappone) per HPLC
» Autocampionatore AS-2059 plus Jasco (Tokyo, Giappon
» Colonna Kinetex 2,6 u PFP, 100 A, 100 x 4,60 mne(Pimenex)
> Integratore software Borwin Jasco (Tokyo, Giappone)
> Rilevatore 975-UV Jasco (Tokyo, Giapponé&) =280 nm

3.4 Attivita biologica

Colture cellulari

Per tutti gli esperimenti sono state utilizzateludel di adenocarcinoma gastrico
umano (AGS) provenienti dalla ATCC (American TypeaultGre Collection,

Manassas, VA). Tali cellule, pur presentando an@mrabmosomiche rispetto alle
corrispondenti cellule gastriche non tumorali, r@gentano un buon modello di
studio per I'inflammazione gastrica. Tutte le margzioni delle cellule in coltura
sono state eseguite sotto cappa sterile a flussmdae verticale, servendosi di

materiale sterile usa e getta.

Terreni di coltura
» DMEM-F12 completo: DMEM F-12 (Dulbecco-Modified Hag Medium F-

12, Gibco, Invitrogen Corporation, Grand Island, ,N¥SA) completato con

10% di siero bovino fetale (FBS, Gibco, Invitrog@orporation, Grand
Island, NY, USA) sottoposto ad inattivazione dellgroteine del
complemento e delle proteasi plasmatiche (tratté&mnestmico a 56 °C per

30 minuti), 100 Ul/mL di penicillina-streptomicir{invitrogen S.r.1., Milano,
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Italia) ed L-glutamina 2 mM (Invitrogen S.r.l., Miho, Italia). La

composizione del terreno & schematizzata in TaBe2la

Tabella 3.2- Composizione del terreno di coltura DMEM-F12 qbeto.

Concentrazione iniziale Concentrazione finale )
) Volume necessario
(stoccaggio) nel terreno
FBS 100% 10% 56 mL
Penicillina-

- 10000 Ul/mL 100 Ul/mL 5,6 mL
streptomicina

L-glutamina 200 mM 2 mM 5,6 mL

» DMEM-F12 incompleto: DMEM F-12 (Dulbecco-Modifiedagles Medium
F-12, Gibco, Invitrogen Corporation) addizionatoncd00 Ul/mL di
penicillina-streptomicina (Invitrogen S.r.l., Milanltalia) ed L-glutamina 2

mM (Invitrogen S.r.l., Milano, Italia).
3.4.1 Saggi di citotossicita
> MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetzalium bromide (Sigma
Aldrich, Steinheim, Germania)
» Trypan blue soluzione 0.4% ((Sigma Aldrich, SteinheGermania)

3.4.2 Saggio del’NF-kB

Trasfezione cellulare

» plasmide pNF-kB-luc (Dipartimento di Medicina Imerll, UIm, Germania)
» HBS (Hepes-buffered saline) sterile 2X a pH 7.12@N280 mM; HEPES
50 mM; Na2HPO4 1.5 mM; pH 7.15)

> Partenolide (Sigma Aldrich, Stenheim, Germania)
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» Acqua bidistillatasterile
» terreno DMEM-F12 completo
> piastra da 24 pozzetti (BD, NJ, USA)

3.4.3 Determinazione del potere antiossidante

Reagenti:
= Acqua bidistillata

» Radicale 2,2-Difenil-1-picril-idrazile (DPPHe) (Stga-Aldrich, Steinheim,
Germany)

= Metanolo (Romil Pure Chemistry, Cambridge)

Standard:

= Acido gallico (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany)

Strumenti:

= Spettrofotometro UV-VIS Cary 50 Scan, Varian (Palm, CA, USA)
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4. METODI

| PARTE — REVISIONE SISTEMATICA DELLA LETTERATURA

Uno degli scopi principali del progetto europeonflldBRA riguarda la valutazione
dell’efficacia di ingredienti vegetali di integrai@limentari. Nel'ambito dell’area
inflammatoria e stata effettuata una ricerca siatera della letteratura al fine di
valutare le evidenze scientifiche esistenti (intipaflare studi epidemiologici e studi
d’intervento nelluomo) riguardanti I'attivita biogica di dieci piante considerate
rilevanti nell'area di interesse e utilizzate siame ingredienti di integratori
alimentari sia come estratti o alimenti. Tali pesbno:Olea europea L., Camellia
sinensis L., Vitis vinifera L., Matricaria recutita L., Boswellia serrata L., Curcuma
longa L., Calendula officinalis L., Symphytum officinalis L., Harpagophytum
procumbens L., Urtica dioica L. Tale revisione sistematica della letteratuma fase

di pubblicazione (Dell’Agli et al., 2013 e Di Lorem et al., 2013, in press).

Database e strategie di ricerca

La ricerca in letteratura € stata effettuata w#izdo i database: Cochrane Library,
Scifinder Scholar, Embase e Pubmed includendo tgtli sffettuati dal 1970 al
2010. La ricerca e stata effettuata per titolo gtralst utlizzando i seguenti termini:
nome latino o nome comune della pianta in comborezi con “inflamm*”,
“pholgosis” o “anti-inflammatory”, e altre paroldiave relative all'inflammazione
(ad esempio “cyclooxygenase”, “cytokines”, “ashasmolecules”, etc.) . La ricerca
e stata limitata agli studi nell'uomo e alla lingiraylese. Le bibliografie degli
articoli sono state esaminate per verificare las@nea di evenutali ulteriori
pubblicazioni non emerse dai database. Per glii sp@tlemiologici sono stati
utilizzati gli stessi termini sopra indicati in cbmazione con “epidemiology/exp”,

” 13

“epdemiolog*”, “case control”, “cohort”.
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Criteri di inclusione ed esclusione

Sono stati inclusi nella revisione sistematicasglidi clinici controllati effettuati sia
in soggetti sani che con patologie. La randomizzazi anche se preferibile, non é
stata considerata essenziale per l'inclusione degtli. Altri criteri di inclusione
sono stati: I'impiego, negli studi, di integratatimentari (capsule, estratti, polveri,
etc.) o alimenti a base delle piante oggetto diroa; studi basati sul trattamento
combinato con altri integratori o composti biolamitente attivi. Le pubblicazioni
riportanti analisi qualitative e quantitative incplete di integratori alimentari sono
state comunque incluse. | criteri di esclusioneliagp sono: studi riguardanti
alimenti fortificati con le piante oggetto di stodo singoli composti isolati dalla
pianta; studi dove le piante considerati sono stepiegate per vie di
somministrazione diverse da quella orale quali i topica, aersol/inalazione,
cosmetici, prodotti per l'igiene (dentifrici, cotlri, etc.); review e pubblicazioni
inerenti a brevetti; le pubblicazioni in forma dttera all’editore sono state
considerate solo nel caso in cui erano riportatbovnudati. Anche la qualita
scientifica degli articoli & stata uno dei critdriinclusione o esclusione; inoltre, la
qualita metodologica degli studi e stata valutadadde differenti persone (autori
delle pubblicazioni finali) sulla base della qualitella presentazione dei risultati, la
presenza di un'adeguata analisi statistica, desngzdel protocollo clinico. |
medesimi criteri di inclusione/esclusione sono ist@pplicati per gli studi
epidemiologici.

Per facilitare il lavoro di raccolta e valutaziowegli studi € stato creato e
implementato uno specifico database (MS Access)heh@ermesso la selezione
delle pubblicazioni raccolte seguendo i criterindlusione ed esclusione gia
descritti. 1l 10% delle pubblicazioni trovate in ymimo processo di screening e
stato controllato e valutato da un secondo revjsoosi come il 5% di quelle

incluse.
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I PARTE — CARATTERIZZAZIONE FITOCHIMICA E VALUTAZI ONE
DELL'ATTIVITA' BIOLOGICA DEGLI ESTRATTI DI CamelliasinensisL.

4.1 Preparazione dei campioni

Per ciascun campione di té verde e nero e statt sEsualmente una bustina e
sono stati pesati esattamente 1.5 g. Tale quawnditatstato successivamente posto
in infusione, per 3 minuti, in acqua bidistillat00 mL) preriscaldata alla
temperatura di 80°C. La soluzione e stata quinffieddata, filtrata con filtro 0.45
um (Millipore, Billerica, Massachusetts, USA) e lldzata. Gli estratti ottenuti

sono stati conservati, fino al momento delle anaita temperatura di -20°C.

4.2 Saggio di Folin-Ciocalteu per la determinaziondei polifenoli totali

Preparazione del campione

| campioni sono stati allestiti secondo quanto dé#smel paragrafo 4.1.

Preparazione dei reagenti

= Soluzione di carbonato di sodio al 7,5%: si pesabay su bilancia analitica e
si porta a volume con acqua deionizzata in un metwada 100 mL;
successivamente si sonica per disciogliere compkatée la polvere.

» Reattivo di Folin-Ciocalteu: si diluisce la solua@édel reagente 1:10.

Preparazione dello standard

Si pesano 50 mg di acido gallico (GA) e si sciolgan 100 mL di acqua
deionizzata; la soluzione risultante ha concentrezpari a 500 pg/mL.

Si preparano successivamente diluizioni in acqu#ondezata per ottenere
concentrazioni finali pari a 5, 10, 20, 25, 40 gus@mL.

Per ogni diluizione dello standard si esegue it wdorimetrico e, dopo aver

valutato I'assorbanza a 765 nm, si costruiscetta ok calibrazione.
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Reazione

Il metodo per la determinazione dei polifenoli to@PC) si basa sull’ossidazione
dei gruppi fenolici da parte del reattivo di Folegstituito da una miscela di acidi
fosfotungstico e fosfomolibdico.

Si esegue la reazione aggiungendo a 0,3 mL di carmapobpportunamente diluito o
tal quale, 1,5 mL di reattivo di Folin e 1,2 mLsdiluzione di carbonato di sodio.
Per il bianco, invece, si utilizzano 0,3 mL di aaqbidistillata al posto del
campione.

Si lascia proseguire la reazione, mantenendo al per 30 minuti; la colorazione
finale varia tra il blu e I'azzurro (Figura 4.1).

Si effettua infine la lettura dei campioni, conirbianco, allo spettrofotometro alla
lunghezza d’onda di 765 nm (Chan et al., 2007).

Figura 4.1 — Colorazione assunta dai campioni dopo la
reazione con reattivo di Folin-Ciocalteu e soluzioli
carbonato di sodio

4.3 Analisi cromatografica
4.3.1 Procedure di validazione del metodo in HPLC

Il metodo di quantificazione in HPLC delle cate@hi@ stato validato secondo le
linee guida dell’FDA relative alla convalida dei toei bioanalitici (FDA, 2001).
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4.3.2 Separazione e idoneita del sistema HPLC

| parametri utilizzati per convalidare lidoneitaeldsistema sono: tempo di
ritenzione (T), fattore di ritenzione (K), fattore di separazofu), fattore di

simmetria e numero dei piatti teorici (N).

4.3.3 Limite di determinazione e quantificazione

I limite di determinazione (LOD) indica la senditd del metodo ed & misurato per
mezzo di iniezioni di standard la cui concentragierene progressivamente diluita
finché il picco osservato presenta un rapporto alegrumore di fondo di 3:1.

Il limite di quantificazione (LOQ) € la piu bassancentrazione che puo essere
determinata con accettabile accuratezza e preeisiba risposta dell’analita al
LOQ dovrebbe essere almeno 10 volte rispetto alorandi fondo. Il picco
dell'analita (risposta) dovrebbe essere identifiealdistinto e riproducibile, con

una precisione uguale o inferiore a 20% e un’atceara dell’'80-120%.

4.3.4 Recupero

Il recupero e la risposta del rivelatore, ottendéauna quantita nota di analita
aggiunta ed estratta dalla matrice, rispetto ddlgosta del rivelatore ottenuta per la
stessa concentrazione dello standard puro.

Il recupero rappresenta l'efficienza di estraziaheun metodo analitico entro i

limiti di variabilita, e deve essere coerente, gee riproducibile. | test di recupero
vengono eseguiti confrontando i risultati analiticicampioni a tre concentrazioni
diverse (bassa, media e alta), eseguiti in tripdiceispetto ai valori dello standard

non estratto.
4.3.5 Linearita

La linearita di un metodo analitico e la sua idtaai fornire risultati direttamente

proporzionali alle concentrazioni degli analiti neampioni, all'interno di un
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determinato campo di validita. Deve essere vetdican il calcolo del coefficiente
di correlazione (B ottenuto dalla retta di calibrazione.

La retta di calibrazione (estrapolata) ottenutd'aktlazione degli standard dalla
matrice, € costituita da 5 punti, compreso un aed un LOQ, nell'intervallo di
applicabilita del metodo, in triplicato per ognincentrazione. Ad un bianco viene
aggiunto lo standard a concentrazione nota. Sugemssnte, la matrice e
sottoposta al metodo di estrazione descritto ne#aione “Metodi”, paragrafo
“Preparazione dei campioni”. Sono generalmente ttatce coefficienti di
correlazione uguali o superiore a 0.98 (Moreauwgei&ra, 2008).

Per la quantificazione degli analiti nei campiosi, utilizza il rapporto tra le
concentrazioni dello standard dell’analita riceoca# la concentrazione dello

standard interno (in ordinata) e il rapporto dallee relative (in ascissa).

4.3.6 Preparazione degli standard

» Caffeina: si pesano 10 mg di caffeina standard sisigono in 20 mL di
metanolo; la soluzione risultante ha concentrazparea 500 pg/mL.
Si preparano successivamente diluizioni in acquandezata, per ottenere
concentrazioni di 100, 50, 25, 12.5, 8, 4, 2 ug/mL.

> (-) Epicatechina (EC): si pesano 10 mg di (-) ejeichina standard e si
sciolgono in 20 mL di metanolo; la soluzione rianle ha concentrazione
pari a 500 pg/mL.
Si preparano successivamente diluizioni in acquandezata per ottenere
concentrazioni di 100, 85, 65, 45, 20, 12.5, 19, 3, 2, 0.34, 0.26 pg/mL.

> (-) Epigallocatechina-3-gallato (EGCG): si pesan®d Ing di (-)
epigallocatechina gallato standard e si sciolggn@d mL di metanolo; la
soluzione risultante ha concentrazione pari a 5§tnj.
Si preparano successivamente diluizioni in acquandezata per ottenere
concentrazioni di 100, 85, 65, 45, 20, 12.5, 18, 3, 2, 0.26, 0.24 ug/mL.
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> (-) Epicatechina gallato (ECG): Si pesano 5 mg-Jiepicatechina gallato
standard e si sciolgono in 20 mL di metanolo; llu=one risultante ha
concentrazione pari a 250 pg/mL.
Si preparano successivamente diluizioni in acquandezata per ottenere
concentrazioni di 100, 85, 65, 45, 20, 12.5, 19, 3, 2, 0.11, 0.09 pg/mL.
Essendo le catechine composti instabili, le sohizib standard sono state preparate

giornalmente a partire dalla polvere.

4.3.7 Analisi cromatografica

L’analisi degli standard e dei campioni viene dtfata mediante HPLC (High
Performance Liquid Chromatography). La cromatogréifjuida in fase inversa e
stata eseguita con eluizione in gradiente.
Fasi:

> Fase A: 99,5% Acqua — 0,5% Acido formico

> Fase B: 99,5% Acetonitrile - 0,5% Acido formico

Gradiente di eluizione

Per consentire una migliore separazione cromatocgrafono stati utilizzati due
gradienti differenti, uno per i té verdi (Gradierdte Tabella 4.1) e uno per i teé neri
(Gradiente 2 - Tabella 4.2).

| te neri, infatti, contengono sostanze che int&st®no con le catechine; per questi
campioni il gradiente é stato leggermente modifiqgagr ottimizzare la separazione

degli analiti.
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Tabella 4.1 — Gradiente 1 utilizzato per Tabella 4.2 —Gradiente 2 utilizzato per

I'analisi in HPLC dei té verdi I'analisi in HPLC dei té neri
| Tempo (minut) | %Fase A] % FaseB | Tempo (minuti) | % Fase A| % Fase B
0 96 4 0 96 4
25 83 17 25 85 15
30 25 75 30 30 70
35 25 75 35 25 75
40 96 4 40 96 4

Flusso: 0,8 mL/min per i té neri

Volume di iniezione: 2QL (autocampionatore)

Tempo: 45 minuti

Temperatura: ambiente

Detector: UV

Lunghezza d’onda: 280 nm

La composizione delle fasi ci & stata suggeritéadiitta produttrice della colonna,
mentre le condizioni dell'analisi cromatograficanecstate invece da noi messe a

punto sperimentalmente.

4.3.8 Valutazione della stabilita delle catechineen campioni

| campioni di té sono stati conservati nelle comfez originali, al buio, a
temperatura ambiente. Due campioni di té verde dwdesimo marchio

commerciale sono stati analizzati, secondo le phaeeprecedentemente descritte,

al momento dell’apertura della confezione (T=0)l@ data di scadenza (T=E).
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4.4 Attivita biologica

4.4.1 Colture cellulari

Le cellule di adenocarcinoma gastrico umano (AG$@sciute a confluenza in
fiasca, vengono sottoposte a procedura di subaaltme che prevede la completa
rimozione del medium di coltura e I'aggiunta di & mi una soluzione di tripsina
0.105 mM contenente lo 0.25% di EDTA (Sigma-Aldrigtp.a., Milano, Italia); le
cellule vengono quindi riposte in incubatore pet®Gminuti al fine di facilitare
I'attivita enzimatica ed il distacco cellulare. bama ¢ inattivato tramite I'aggiunta
di 5 mL di terreno DMEM-F12 completo. Le celluleng®mno quindi contate al
microscopio ottico per mezzo di una camera di Bugkeoste in coltura in fiasche
da 75 cm2 (Falcon, San Jose, CA, USA) alla dedsitas x 106 cellule/fiasca in un
volume totale pari a 15 mL di terreno di coltura EM F-12 completo. Le cellule
vengono incubate per 2-3 giorni a 37 °C in atma@siemidificata al 5% di CO2
senza mai cambiare loro il terreno. Quindi si pdecead una ulteriore

subcoltivazione.
4.4.2 Saggi di citotossicita

Test del’'MTT (Methyl Thiazolyl Tetrazolium)

Per valutare la citotossicita esercitata dagliagisttotali dei frutti di bosco sulla
linea cellulare AGS é stato effettuato il saggid’'®d@T (bromuro di 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio)), un téscolorimetrico che permette di
quantificare la vitalita cellulare attraverso la sorazione dell’attivita della
succinico deidrogenasi, un enzima presente a diveltocondriale. Questo enzima
e attivo esclusivamente nelle cellule vitali e mssere facilmente utilizzato come
“marker” della funzionalita mitocondriale e dellaalita cellulare dal momento che
e in grado di convertire 'MTT, un composto azodiocolore giallo, a formazano,
una sale di colore blu-viola, attraverso la rottdedi’anello tetrazolio. La quantita
di formazano, determinata spettrofotometricameatproporzionale alla presenza

dell’enzima in coltura e, quindi, indirettamentenamero delle cellule vitali.
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Le cellule AGS durante la fase logaritmica dellaolocrescita sono state
tripsinizzate e piastrate in una piastra da 24 giizalla concentrazione di 15x7L0
cellule/pozzetto. Le cellule sono state mantenaiteoitura per 36 ore, quindi sono
state trattate con gli estratti in concentrazioomprese nell'intervallo 0.1-25
ug/mL per 6 ore. Trascorso tale tempo si € procedll valutazione della
morfologia cellulare attraverso microscopia ottieal alla valutazione della
citotossicita attraverso il test dellMTT: a ciascpozzetto della piastra e stato
accuratamente rimosso il terreno di coltura edwaggl00 mL di soluzione di MTT
(0.1 mg/mL). Le cellule sono state quindi riposteimcubatore a 37 °C per 60
minuti. Al termine del periodo di incubazione speoceduto alla rimozione della
soluzione di MTT, quindi sono stati aggiunti 200 riLsoluzione estraente (90%
isopropanolo; 10% DMSO). A seguito della completal emogenea
solubilizzazione dei sali di formazano sono statsfieriti 100 mL del contenuto di
ciascun pozzetto della piastra da 24 in altrettpotizetti di una piastra trasparente
da 96, adatta allo spettrofotometro. Si e quindbcpduto alla misurazione
dell'assorbanza di ciascun pozzetto alla lunghetaada | di 550 nm. Il valore di

assorbanza e proporzionale alla vitalita cellulare.
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Test del Trypan Blue

Il test del Trypan Blue e un test che permette ddunare la vitalita cellulare
attraverso l'utilizzo di un colorante (Trypan Blusigma-Aldrich S.p.a., Milano,
Italia) in grado di colorare selettivamente le aiellmorte (sia cellule necrotiche che
apoptotiche). Brevemente: le cellule AGS durantdalse logaritmica della loro
crescita sono state piastrate in una piastra dao24etti alla concentrazione di
15x1C cellule/pozzetto. Le cellule sono state manterioteoltura per 48 ore,
quindi sono state trattate con i composti di irdeeea varie concentrazioni per 6
ore. Trascorso tale tempo si € proceduto al distaetiulare per mezzo di 500 mL
di soluzione di tripsina (Sigma-Aldrich S.p.a., &hb, Italia); la tripsina é stata
successivamente inattivata con 500 mL di terrenoEDMVF12 completo e si €
quindi proceduto al conteggio delle cellule al magmopio ottico per mezzo della
camera di Burker. Per la conta cellulare abbianadepato 20 mL di sospensione
cellulare ed aggiunto 180 mL di Trypan blue. Ldwelche si coloravano di scuro

sono state considerate morte.
4.4.3 Trasfezioni cellulari

Le cellule di adenocarcinoma gastrico (AGS) sombessottoposte a procedura di
trasfezione transiente con il plasmide pNF-kB-Iticaaerso la metodica del calcio
fosfato, tecnica che sfrutta la formazione di urpoecipitato di calcio fosfato/DNA
al fine di facilitare l'introduzione del DNA esogerdi interesse nelle cellule. Il
plasmide pNF-kBluc e caratterizzato dalla presedeh gene reporter della
luciferasi sotto il controllo di un promotore (gleebella molecola di adesione E-
selectina) contenente 3 siti di legame per NF-kBjuesto modo I'espressione della

luciferasi risultera strettamente associata aiVadt di NF-kB stesso.
I

% i

SITI kB LUCIFERASI
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Per ogni piastra da 24 pozzetti si € proceduto @l&parazione di una miscela,
realizzata sotto agitazione, costituita da 650 mIHBS (Hepes-buffered saline)
sterile 2X a pH 7.15 (NaCl 280 mM; HEPES 50 mM; N&D4 1.5 mM; pH 7.15)

e 650 mL di una soluzione costituita da 85 mL dC2a(250 mM finale), 50 ng di

plasmide/pozzetto ed H20 sterile per portare amellb0 mL di miscela sono stati
aggiunti a ciascun pozzetto della multiwell da #deno un ora dopo aver cambiato
il terreno di coltura (terreno DMEMF12 completo)e Icellule sono quindi state

riposte in incubatore per 15 ore, prima di essearttate.
4.4.4Preparazione delle cellule per i saggi

Le cellule di adenocarcinoma gastrico umano (AG®phgono sottoposte a
procedura di tripsinizzazione, contate al microszopttico per mezzo di una

camera di Burker e:

 Per i saggi di trascrizione mediata da NF-kB e eftireszione dell’IL-8:
piastrate in multiwell da 24 pozzetti (Falcon, Sawvse, CA, USA) alla
densita di 1.5 x 104 cellule/pozzetto in un volutole pari a 500 mL di
terreno di coltura DMEM F- 12 completo per ciaspazzetto.

* Perisaggi di traslocazione di NF-kB: piastratéatri da 100 mm (Falcon,
San Jose, CA, USA) alla densita di 3.0 x 106 oefpdtri in un volume
totale pari a 10 mL di terreno di coltura DMEM F-d@mpleto.

Le cellule vengono quindi mantenute per 2-3 gioani37 °C in atmosfera
umidificata al 5% di CO2 senza mai cambiare lortetiteno. Quindi si procede al
trattamento o alla trasfezione seguita dal trattaméper il saggio di trascrizione
mediata da NF-kB). | trattamenti sono stati effatiiuaddizionando al terreno
DMEM-F12 gli estratti di interesse alle concentoszicomprese nell'intervallo 1 -

25 pg/mL. Come veicolo € stato utilizzato DMSO alla centrazione finale dello

0.1%; come controllo positivo e stato utilizzatpartenolide (1QuM).
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4.4.5 Saggi per valutare I'effetto sulla trascrizioe guidata da NF-kB

L’effetto sulla trascrizione guidata da NF-kB etstaalutato attraverso il saggio
della luciferasi, gene-reporter che permette duteak I'attivita trascrizionale del
promotore di interesse attraverso la quantificazidella luminescenza emessa dalla
reazione catalizzata dall’enzima. La luciferasiatiara I'ossidazione della D-
luciferina ad ossiluciferina, reazione ATP- ed ORethdente che porta alla
produzione di luce. Questa reazione e estremaneéinteente e la luce prodotta fa

si che l'intensita luminosa sia proporzionale #iNéa del promotore.

HO. : COOH 24 HO o)
-5 N~ Mg 5 N o
\@ } f: ]/ + ATP + 0, \Q /\” {j[/ +PP; + AMP + CO» +LUCE
~N £ N s

LUCIFERINA OSSILUCIFERINA

Per I'esecuzione di questo saggio si & procedudistanza di 6 ore dal trattamento,
alla completa rimozione del terreno di coltura @decun pozzetto ed alla successiva
aggiunta di 100 mL di reattivo della luciferasi iBlite TM plus, Perkin-Elmer,
Waltham, MA, USA), reattivo contenente sia compagie permettono la lisi
cellulare che tutti i substrati necessari per kziene enzimatica della luciferasi. Da
ciascun pozzetto della piastra da 24 sono stadferiéi 75 mL di soluzione in
altrettanti pozzetti di una piastra da 96 biancdat@a all'utilizzo con |l
luminometro. Si & quindi proceduto alla quantificaz della luminescenza emessa
attraverso il luminometro (Victor TM X3 Perkin-EIme030, Perkin Elmer,
Walthman MA, USA).

4.4.6 Effetto delle citochine pro-inflammatorie sub trascrizione mediata da

NF-kB in cellule gastriche umane (AGS)

Al fine di valutare I'effetto di alcune citochinegginfiammatorie sulla trascrizione

mediata da NF-kB nella linea cellulare AGS, sorati siondotti dei time-course a 3,
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6, 24 e 30 ore, utilizzando varie citochine (il TNH--1b, I'lL-6, I'lL-21 e I'IL-8)
alla concentrazione di 10 ng/mL, concentrazione shdtiene raggiungibile nel
distretto gastrico durante il processo infammatokia trascrizione mediata da NF-
kB e stata valutata quantificando, tramite lumintmel’attivita luciferasica in
cellule AGS precedentemente sottoposte ad una guogeli trasfezione transiente,

come descritto nel paragrafo 4.3.3.
4.4.7 Valutazione dell’attivita antiossidante

Preparazione del campione

| campioni sono stati allestiti secondo quanto di#smel paragrafo 4.1.

Preparazione dei reagenti

Si pesano 0,005 g di DPPHes, che si presenta comealvere violacea, su bilancia
analitica e portare a volume con metanolo in matcada 100 mL; successivamente
si sonica per disciogliere completamente la polv8ieottiene cosi una soluzione
con concentrazione pari a fg/mL.

Il valore di assorbanza letto allo spettrofotometiia lunghezza d’onda di 517 nm

deve essere compresotra0,9 e 1.

Preparazione dello standard

Si pesano 50 mg di acido gallico e si sciolgon@G0 mL di acqua deionizzata; la
soluzione risultante ha concentrazione pari a 5§tnj.

Si preparano successivamente diluizioni in acqu#ondezata per ottenere
concentrazioni di 1, 2,5, 3,5 e 5 pg/mL.

Per ogni diluizione dello standard si esegue it wmdorimetrico e, dopo aver

valutato I'assorbanza a 517 nm, si costruiscetta ok calibrazione.
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Reazione

Questa metodica prevede l'utilizzo del DPPHe, utiocee radicalico cromoforo
stabile, e la successiva valutazione della capa@tBantiossidante in base alla
diminuzione di assorbanza che si osserva in se@liiéocattura del radicale; la
reazione che si verifica € la donazione di un idrmagdall’antiossidante (RH) al
DPPH (Figura 4.2).

Il radicale presenta un massimo di assorbimentb/ansn.

SV cve)

_——

&

2-difenil-1-picrildrazile (radicale libero) 2.2-difenil-1 1)1::111(11211: (non radicale)

Z—2Z

Figura 4.2— Reazione di donazione di un idrogeno al DPPH

Si esegue la reazione aggiungendo 1 mL di soluzmetnolica di DPPHe a 0,5
mL di campione, opportunamente diluito o tal quale.

Per il bianco, si utilizzano 0,5 mL di acqua altpodel campione.

Si lascia proseguire la reazione, mantenendo al per 30 minuti; la colorazione
finale varia tra il rosa e il giallo (Figura 4.3).

Si effettua infine la lettura dei campioni, risgetal bianco, utilizzando lo

spettrofotometro alla lunghezza d’'onda di 517 nmafam, 1992).
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Figura 4.3 — Colorazione assunta dai campioni dopo la
reazione con la soluzione metabolica di DPPH
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5. RISULTATI E DISCUSSIONE
| PARTE — REVISIONE SISTEMATICA DELLA LETTERATURA

5.1 Risultati generali

Dalla ricerca sistematica della letteratura, cotadsecondo le modalita descritte
nel capitolo “Metodi”, sono state inizialmente ralte 1830 pubblicazioni.
Applicando i criteri di inclusione/esclusione dedcprecedentemente, sono stati
selezionati 138 articoli; di questi, 69 sono riatilelegibili per l'inclusione nella
revisione sistematica. Delle 138 pubblicazioni zeleate inizialmente il 35% é
stato escluso poiché gli studi clinici non eranmtoullati; nel 31% dei casi lo
studio non era relativo allarea infiammatoria; 1iR% per la scarsa qualita
scientifica dello studio; il 10% in quanto inerergepiante non incluse nelle 10
scelte; il 7% perché la pianta di interesse nonutitezzata come integratore o
alimento; il 5% perché lo studio era effettuaiwitro o ex vivo (Figura 5.1). Nelle
Tabelle 5.1-5.13 sono riportati gli studi nelluomelativi alle 10 piante oggetto
della revisione sistematica. Per ciascuna piatitafugli sono stati suddivisi in due
colonne: beneficio/non beneficio, a seconda deultato dello studio. La
variazione dei biomarkers infammatori o degli “thagnd-points”, definiti come
riduzione dei sintomi o miglioramento di uno stéimologico (ad es. riduzione
dellindice di ulcera nella gastrite), € stata imghta come criterio per la
suddivisione degli studi nelle colonne “beneficm®non beneficio” (Dell’Agli et
al., in press). Non é stato possibile includeraraicstudio relativo all&€alendula
officinalis L. e al Symphytum officinalis L.; infatti, la calendula e utilizzata
soprattutto per via topica nella riduzione deghtist inflammatori della cute.
Qualche prodotto per via orale € ora disponibilecammercio, soprattutto in
associazione con altri ingredienti vegetali, ma aggji, nhon sono ancora stati
effettuati studi nelluomo per la valutazione deegffetti benefici. Il Symphytum
officinalis L. non & generalmente utilizzato per via oralaasa della presenza di
alcaloidi pirrolizidinici. In Germania, il suo utzzo e limitato all'uso esterno

(Stickel and Seits, 2000), e il dosaggio giornaliedimitato ad un massimo di 100
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Hg. E’ stato pero osservato che una parte di aldialoompresa tra 0.1 e 0.4 % €
comungue assorbita attraverso la cute ed e detabifennelle urine (Lin et al.,
2010).

Hstudi clinici non
controllati

5%

7%

Hstudi non relativi
all'inflammazione

scarsa qualita
scientifica

¥ pianta differente

& pianta non utlizzata in
integratori o come
alimento

studio 1n vivo 0 ex vivo

Figura 5.1 —Distribuzione percentuale delle pubblicazioni eseldalla revisione sistematica in base alle

motivazioni

5.2 Vitisvinifera L.

In Tabella 5.1 sono riportati i risultati relatialle pubblicazioni selezionate e
considerate accettabili perVatis vinifera L. Gli studi riportanti I'attivita biologica

del vino rosso sono stati esclusi poiché € un matege alimentare; inoltre, la
presenza dell’alcol puo rappresentare un fattordacmlente. In totale, sono state
selezionate ed incluse tredici pubblicazioni: desfe, quattro descrivono l'effetto
ottenuto tramite l'utilizzo di uva (Gupta et alQ(B; Zern et al., 2005; Rankin et
al., 2008; Puglisi et al., 2008), tre di succo diflbers et al., 2004; Castilla et al.,
2006; Castilla et al., 2008) tre di semi d’'uva (&a& al., 2007; Kar et al., 2006;
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Kalfin et al., 2002), due di bucce d'uva (Myersaét 2010; Young et al., 2000) e
uno di foglie di vite (Abidov et al., 2006). Ned@tudi € stato valutato I'effetto
benefico su circa venti biomarkers inflammatori @ molecole di adesione,
citochine, proteina C reattiva (CRP), ossido nitr{tNO), molecole derivanti dal
trombossano (TXB), e biomarkers di stress ossidatjuali la malondialdeide
(MDA). | soggetti che hanno riportato una riduziosgynificativa di tali
biomarkers sono stati 608 contro 84 per i qualiege, non € stato rilevato alcun
miglioramento.

Per quanto riguarda gli hard end-points, tutti iggetti hanno riportato il
miglioramento dello stato fisiologico generale plrticolare, nello studio condotto
da Albers et al. (2004) e stata evidenziata unarwhe dei parametri inflammatori
piastrinici (CD 40L) pur non riducendo direttameritattivazione piastrinica.
Inoltre, lo studio condotto da Rankin et al. (2008) evidenziato una discreta
riduzione dello stress ossidativo generale in stigge sovrappeso, ma non una
riduzione dei parametri inflammatori. Tuttavia, laeiaggior parte degli studi il
numero dei soggetti € piuttosto limitato e i tratémti tra loro eterogenei, poiché
basati su prodotti con differenti composizioni (@egtto intero, succo, semi o bucce
d'uva). Inoltre, sebbene i dati disponibili siancomettenti, non sono ancora
disponibili studi epidemiologici che possano supg@r gli effetti benefici relativi
a questa pianta.

Nei paragrafi seguenti sono riportati i risultaglativi ai principali biomarkers

inflammatori valutati.

5.2.1 Proteina C reattiva (CRP)

La Proteina C reattiva (CRP) € una delle principatdecole pro-infammatorie.
E’una proteina pentamerica del peso molecolareél80Q0-140000 D, sintetizzata
dal fegato in seguito a stimolo di mediatori defiammazione quali le citochine
ed in particolare I'lL-6. La CRP ha assunto neglhiaun’importanza crescente
nella valutazione dei processi inflammatori. | mosono da ricercare nel rapido

aumento nel tempo dei livelli di tale proteina gtp agli altri marcatori di flogosi,
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tanto che essa e attualmente l'indicatore pituza@lio negli stati infammatori. In
particolare, pur essendo un parametro infammatsyeecifico, la CRP e utilizzata
come marker predittivo nella valutazione del riscbardiovascolare in patologie
croniche come il diabete.

Gli studi inclusi nella revisione sistematica delletteratura riportano la
valutazione dei livelli di CRP in sei studi (TalzeB.1). Nello studio randomizzato
e controllato in cross-over condotto da Albersle2904) e stato valutato I'effetto
del consumo di succo d'uva rossa per due settimaspetto al placebo, su
differenti parametri inflammatori in 20 soggetti fefi da patologie
cardiovascolari, gia in terapia anticoagulante. q@emto riguarda i livelli di CRP,
in seguito al trattamento non sono state evidemzdterenze significative: 2.12
0.227 pug/mL del gruppo trattato rispetto ai 2.1 0.228 pg/mL del gruppo
placebo (P=0.982). Risultati analoghi sono stdtorstudio condotto da Rankin et
al. (2008), nel quale sono stati misurati i livedlii CRP in 17 soggetti obesi in
seguito ad assunzione di 90 g di uva passa al@ipen due settimane rispetto al
placebo (2.18 mg/L prima del trattamento e 2.24 /Lmdppo il trattamento).
Anche nello studio di Castilla et al. (2008), nahtg é stato valutato I'effetto del
consumo di succo d’'uva sia sui differenti paramigtiiemmatori sia in soggetti
sani che affetti da insufficienza renale, i liveth CRP non sono risultati
significativamente diversi prima e dopo il trattartee (in media 5.28 mg/k 1.54
all'inizio dello studio e 6.52 1.95 mg/mL dopo 3 settimane). Al contario, negli
studi di Kar et al., (2006) e di Zern et al., (2008 CRP plasmatica nei soggetti
valutati tende a diminuire in seguito ad assunzihirestratti d’'uva. In particolare,
nello studio di Zern et al., (2005) i valori di CRPpazienti diabetici con elevato
rischio cardiovascolare sono risultati di 323.65 mg/L prima del trattamento
rispetto ai 2.6t 2.2 mg/ L (P = 0.0006) dopo il consumo per qoasettimane di

600 mg/die di estratto di semi d’'uva.
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5.2.2Malondialdeide (MDA)

La malondialdeide (MDA) & uno dei piu importantiolsiarkers indicativi di
perossidazione lipidica. Inoltre, gioca un’impot@nruolo nei processi
inflammatori regolando I'attivazione delle citochinLa valutazione dei livelli
plasmatici di MDA €& quindi importante per la valitane del grado di ossidazione
lipidica delle lipoproteine e, di conseguenza,rdahio cardiovascolare.

Nello studio di Sano et al. (2007) é stato valutafetto, rispetto al placebo, del
consumo di un integratore alimentare a base datstdi semi d’uva (200 o 400
mg/die) per 12 settimane in 61 soggetti sani. Dbpaettimane, nel gruppo che
aveva assunto 400 mg/die di estratto e stata eximtl@nuna riduzione significativa
dei livelli di MDA rispetto al gruppo che aveva gne assunto 200 mg o al
placebo (P = 0.009). Simili risultati sono statieouti da Kalfin et al. (2002), nel
guale i livelli di MDA sono stati misurati in pazig affetti da sclerosi sistemica. |l
trattamento consisteva nellassunzione (100 mgfaee un mese) di in un
integratore alimentare (Activin) a base di un egirairoalcolico standardizzato di
semi d'uva rossa californiana, particolarmente aicci proantociandine
oligomeriche. Al contrario, Young et al. (2000) ndranno rilevato alcuna
riduzione significativa dei livelli di MDA plasmata, rispetto a placebo, in
soggetti sani dopo il consumo, per una settimanandntegratore alimentare a
base di estratto acquoso di bucce d’'uva rossa iftf)@ie, corrispondente a 31.3
mg di polifenoli totali). Secondo gli autori, ci@febbe essere dovuto in parte al
processo di lavorazione delle bucce d'uva che puer aidotto il contenuto

fenolico dell’estratto finale.
5.2.3 Interleuchina-6 (IL-6)
L’interleuchina 6 (IL-6) € prodotta principalmemntel sito inflammatorio da parte
di monociti e macrofagi svolgendo un duplice rusia nella fase inflammatoria

acuta che cronica. In fase acuta, I'lL-6 inducespiessione di IL-8, MCP-1

(Monocyte Chemoattractant Protein) e di molecoleadesione nelle cellule
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endoteliali; nella fase di inflammazione cronigajace, promuove I'angiogenesi e
inibisce i processi apoptotici. Nello studio coridotla Rankin et al. (2008), nel
guale é stato misurato I'effetto del consumo di paasa su numerosi biomarkers
inflammatori in 17 soggetti in sovrappeso (Body Bldsdex > 26). Per quanto
riguarda I'lL-6, € stata evidenziata una riduzialee livelli di tale proteina di circa
I'11% in seguito al trattamento, ma tale riduziowa € risultata significativamente
diversa rispetto a quella osservata nel gruppoeplacTale risultato pud essere
dovuto in gran parte, secondo gli autori, al quantio di uva utilizzato nello
studio (90 g/die, corrispondente a circa 68-94.5dmgplifenoli), che risulta essere
pil basso rispetto a quello utilizzato in altri dity208-600 mg/die di polifenoli
totali). Nello studio di Zern et al., (2005) nelaj@ e stata valutata la riduzione di
markers inflammatori associati allo stress osstdain donne in pre e post-
menopausa, i valori di IL-6 sono risultati ridattal consumo di 36 g/settimana di
estratto d’'uva (per 4 settimane) solo nelle dorm@re-menopausa (3.144.30
pg/L vs 2.7% 4.10 pg/L). Cio e stato attribuito al probabildatto contenuto in
flavonoidi del succo d'uva, e ai ridotti livelli gmatici di IL-6 presenti nei

soggetti all’inizio dello studio.

5.2.4 Interleuchina-8 (IL-8)

L'IL-8 rappresenta una delle principali chemiochipeodotte da monociti e
macrofagi allo scopo di reclutare monociti e néliltrache costuiscono le cellule
principali coinvolte nell'inflammazione acuta. Undelle caratteristiche piu
importanti di questa proteina, che la differenzellad CRP, € la sua emivita
particolarmente lunga nel sito di inflammatoricnfiad alcune settimane). L’IL-8
e prodotta in elevate quantita durante i procedggmmatori che accompagnano
gli eventi cardiovascolari (es. ischemia) e il gehe la codifica e particolarmente
sensibile all'azione degli antiossidanti, i qualons in grado di ridurne
I'espressione (Apostolakis et al., 2009). Per taletivo, numerose molecole
naturali, tra cui i flavonoidi, sono state studigier valutarne la capacita nella

riduzione della produzione di IL-8 in patologie diavascolari (Apostolakis et al.,
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2009). Nello studio condotto da Albers et al. (2004n sono state evidenziate
differenze significative tra il gruppo che avevawago succo d’'uva (148.5012.6
pg/mL) rispetto al placebo (159.9013.6 pg/mL) (P=0.403).

5.2.5 CD-40L

Il ligando CD-40 (CD-40L) e il suo recettore CD-#&ppresentano le principali
molecole stimolatorie del Tumor Necrosis Factor F)NIl CD-40L é espresso
principalmente su macrofagi, cellule muscolari disendoteliali e piastrine,
mediando il processo della coagulazione (Lieveras.e2010).

Nello studio di Albers et al. (2004) i livelli dilz40L sono stati significativamente
ridotti dal consumo di succo d’uva rossa rispettplacebo (3.7& 0.78 ng/mL vs
6.00 £ 0.58 ng/mL; P=0.03), indicando un’importante ridue dell’attivazione
piastrinica. Numerose evidenze hanno stabilitaolo centrale dell'interazione tra
CD-40L ed il suo recettore CD40 nelle risposte ditema immunitario e
nell’inflammazione e, piu recentemente, € emergoplortante contributo di tale
interazione sulle cellule vascolari e piastrinichella patogenesi di patologie
aterosclerostiche, trombotiche e inflammatorie éitbet al., 2004). Il succo d’uva,
quindi, soprattutto grazie al suo contenuto di dlamdi, sembrerebbe attenuare

I'espressione del CD-40L.

5.2.6 Tumor Necrosis Factor alfa (TNF«)

Il TNF-a € una glicoproteina prodotta dai macrofagi e liitfor' attivati in risposta

a differenti stimoli tra cui quello associato adlivess ossidativo. Essa ha una ruolo
centrale nella risposta inflammatoria. Interagismn due differenti recettori
(TNFR1 e TNFR2), espressi differentemente in cellltessuti, I'attivazione dei
guali porta ad una vasta gamma di risposte biohmgidra queste, la produzione di
citochine pro-infammatorie da parte delle cellubmdoteliali vascolari che
aumentano i processi di adesione leucocitari ecrédmento dell’aggregazione

piastrinica (Golias et al., 2007).
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Nello studio di Zern et al. (2005) e stato valutéigdfetto del consumo di un
integratore alimentare a base di estratto d’'uvdigersi biomarkers inflammatori
in donne in pre- e post-menopausa, rispetto akeplacDopo quattro settimane di
intervento, i livelli di TNFea sono stati significativamente ridotti nel gruppo
trattato rispetto al placebo, indicando una ridoeiodello stress ossidativo
associato alla perossidazione lipidica. Simili Itesti sono stati ottenuti nello studio
di Puglisi et al. (2008), nel quale e stato valtaffetto del consumo di uva passa
(1 coppa/die per sei settimane) sui livelli plasmatli alcuni biomarkers
inflammatori in donne in post-menopausa. L’infianzae e la perossidazione
dei lipidi plasmatici, infatti, sono strettamenterelati allo sviluppo di patologie
cardiovascolari (Puglisi et al., 2008). Le partaap allo studio sono state
suddivise in tre gruppi a seconda del tipo di wvgeto alle quali erano state
assegnate: un gruppo doveva consumare esclusivamerd passa (gruppo
“Raisin”), il secondo associare il consumo di ullativita fisica (gruppo “Raisin

+ walk”, il terzo doveva esclusivamente praticattevia fisica (gruppo “walk”).
Al termine dello studio, nel gruppo “Raisin” é stavidenziata una riduzione dei
livelli plasmatici di TNFea (da 3.5 ng/L a 2.1 ng/L, P < 0.025), mentre non ha

subito significative variazioni negli altri due gi.

5.2.7 E-selectina

La E-selectina € una proteina espressa dalle ee#udoteliali in seguito ad
attivazione da parte delle citochine durante i pssc inflammatori e ossidativi.
Essa media I'adesione all’endotelio vascolare deitrifili € monociti. Inoltre, é
presente in elevate quantita nei processi inflaramathe accompagnano le
patologie artritiche ed osteoarticolari e nellazieai di ipersensibilita (Golias et
al., 2006).

Nello studio di Kalfin et al. (2002) (descritto pezlentemente) il consumo per
guattro settimane di Activin (integratore alimemtarbase di estratto di semi d’'uva
rossa), ha determinato, rispetto al placebo, ugpaifgiativa riduzione dei livelli di
E-selectina (P < 0.01).
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5.2.8 P-selectina

La P-selectina € una proteina generalmente immagsdazin granuli (denominati

corpi di Weibel-Palade) presenti nelle cellule artlali e nelle piastrine da cui
viene rapidamente rilasciata e trasportata sulfgeicie cellulare in risposta a
numerose molecole correlate all'inflammazione qualitrombina, listamina,

radicali liberi e citochine. L’espressione dellaéectina sulla superficie cellulare
e generalmente di breve durata (alcuni minuti)desmdola un candidato ideale
nella mediazione delle prime fasi d’interazionelénacociti ed endotelio (Golias et
al., 2007). L'espressione della P-selectina noraéa ssignificativamente ridotta
nello studio di Albers et al. (2004) (47.9 ng/mU deuppo trattato vs 43.8 ng/mL
del placebo; P=0.518), suggerendo che il consumsudto d’'uva non abbia un
effetto sinergico con i farmaci anticoagulanti aetiduzione della funzionalita

piastrinica.

5.2.9 Vascular Cell Adhesion Molecule-1 (VCAM-1)

Le VCAM-1 sono proteine appartenenti alla supertdimidelle Immunoglubine
che vengono espresse sulla superficie endotefiadeguito a stimoli inflammatori
guali interleuchina B (IL-1B), IL-4, TNF-a e IFN+y. Oltre all’endotelio, possono
essere espresse dai fibroblasti, macrofagi tigsutal cellule dendritiche.
L’espressione delle VCAM-1 sulla superficie endiatel pud comportare adesione
piastrinica con conseguente aumento del rischidi@aascolare (Golias et al.,
2007). Nello studio di Rankin et al. (2008), nebbué stato valutato I'effetto del
consumo di uva passa sui livelli di VCAM-1 in pagiein sovrappeso, i livelli di
VCAM-1 non sono risultati significativamente difésrti prima e dopo il
trattamento. Al contrario, Kalfin et al. (2002) m@nevidenziato una riduzione
significativa dei livelli di VCAM-1 in pazienti a#tti da sclerosi sistemica in
seguito ad assunzione di estratto a base di seamadabssa (Activin) per un mese

(P < 0.01), modulandone anche I'espressione ddiesldoteliale.
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5.2.10 Intercellular Cell Adhesion Molecule-1 (ICAM1)

Come le VCAM-1, ICAM-1 sono proteine appartenenta auperfamiglia delle
Immunoglubine, generalmente espresse sulla sugedale cellule endoteliali. |
principali ligandi delle ICAM-1 sono I8,-integrine LFA-1 e Macl, espressi dai
leucociti. L’'espressione delle ICAM-1 risulta upgodata da citochine
inflammatorie quali TNFa, interferoney ed interleuchina-1) ed elevati livelli di
guesta proteina sono presenti nel siero in patelagioniche con rilevante
componente infiammatoria (artrite reumatoide, lupadtematoso, diabete,
patologie cardiovascolari) (Golias et al., 2006).

Nello studio di Kalfin et al. (2002) (descritto peglentemente) e stata evidenziata
una riduzione significativa dei livelli di VCAM-1ni pazienti affetti da sclerosi
sistemica in seguito ad assunzione di estrattosa dasemi d’'uva rossa (Activin)
per un mese (P < 0.01). Simili risultati sono statenuti da Puglisi et al. (2008),
ipotizzando che [leffetto dei flavonoidi contenuthelluva si esplichi
nell'inibizione dell’attivazione di NF-kB nelle dele endoteliali, determinando,

cosi, la riduzione dell'espressione di ICAM-1.

5.2.11 8-epi-prostaglandina-F2-alfa (8-epi-PG-F&)

L'8-epi-prostaglandina-F2-alfa € una proteina apgrente alla famiglia degli F2-
Isoprostani, composti strutturalmente simili alleogiaglandine F2 (PG-F2),
prodotti dalla perossidazione non enzimatica datfa arachidonico. Tale proteina
€ un potente vasocostrittore il cui effetto € meda@all'interazione con i recettori
vascolari del TXA2 (Morrow et al., 1992). Nello dia di Rankin et al. (2008)
sono stati valutati i livelli di 8-epi-prostaglamdi-F2-alfa al fine di valutare
I'effetto dell’assunzione di uva passa suliatus infammatorio in soggetti in
sovrappeso. | livelli di tale proteina sono ristiltadotti del 33% in seguito al
trattamento, a differenza del gruppo placebo dawe é stata evidenziata nessuna

riduzione significativa.
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5.2.12 Trombossano B2 (TXB2)

Il Trombossano B2 (TXB2) e un metabolita del Trosdano A2 (TXA2),
prodotto dall'acido arachidonico in elevate quaniit seguito a stimoli di varia
natura. Il TXA2 €& un potente attivatore dell’aggeipne piastrinica; in modelin
vivo, soprattutto in patologie cardiovascolari con imi@ote componente
trombotica, vengono generalmente misurati i liveidirici di TXB2, che riflettono
la capacita piastrinica di sintetizzare TXA2. Nedloidio condotto da Albers et al.
(2004) i livelli di TXB2 non hanno subito signifitee variazioni in seguito al
consumo di succo d'uva (50.3 pg/mL) rispetto alcepl@m (50.95 pg/mL)
(P=0.468), indicando uno scarso effetto sinergioa ¢ farmaci antiaggreganti

nella riduzione della funzionalita piastrinica.

5.2.13 Ossido Nitrico (NO)

L'NO (Ossido Nitrico) e un radicale libero di azomrodotto dalle cellule
endoteliali a partire dalla L-arginina. Esso € ®oito in numerosi processi
fisiologici tra cui la regolazione della pressiorsanguigna, il tono della
muscolatura liscia vasale, l'aggregazione piastainila risposta del sistema
immunitario e la trasmissione nervosa. Numerosedesve sperimentali
suggeriscono che alla base dei processi di compeionie dei vasi su base
aterosclerotica vi sia un’alterazione significatigalla biosintesi del’NO. Tale
alterazione puo essere secondaria alla lesionesaterotica ma anche primaria ed
avere significato patogenetico (Paoletti et al.Q3)0 Inoltre, lo stress ossidativo
puo portare alla formazione di radicali liberi &, tra cui i perossinitriti. In
guesto senso, negli studh vivo vengono misurati i livelli di NO in quanto
strettamente correlati al grado di stress ossidatNello studio di Albers et al.
(2004) i livelli di NO non risultano essere sigodtivamente differenti nei due
gruppi (P=0.839).
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Tabella 5.1— Studi relativi allavitis vinifera L.

Nessun beneficio Beneficio Commenti
N° studi N° N° studi N° Efficacia
participanti participanti
Biomarkers
CRP 3 (Albers, et al., 2004);(Rankin, et al., 69 3 (Kar, et al., 2006);(Castilla, et al., 117 OSN*
2008);(Castilla, et al., 2008) 2006);(Zern, et al., 2005)

Proteina del 1 (Castilla, et al., 2008) 32 OSN
complemento C3
('\ﬂ/lag)A”)d'a'de'de 1 (Young, et al., 2000) 15 2 (Sano, et al., 206@(n, et al., 2002) 263 S|
IL-6 1 (Rankin, et al., 2008) 17 1 (Zern, et aDPB) 44 OSN
IL-8 1 (Albers, et al., 2004) 20 OSN
CD-40 L 1 (Albers, et al., 2004) 20 OSN
Monocyte
Chemotactic Protein- 2 (Castilla, et al., 2006);(Castilla, et al.| 73 OSN
1 2008)
(MCP-1)
TNF-a 2 (Zern, et al., 2005);(Puglisi, et al., 2008) 8 7 OSN
E-selectina 1 (Kalfin et al., 2002) 202 Sl
P-selectina 1 (Albers, et al., 2004) 20 OSN
FaQOC|to§! dei 1 (Myers, et al., 2010) 21 OSN
granulociti
Espressione della
COX2 1 (Myers, et al., 2010) 21 OSN
8-epi-prostaglandinay 2 (Rankin, et al., 2008);(Abidov, et al., 61 OSN
F2-alfa 2006)
PG-F2
(Prostaglandina F2) 1 (Gupta, et al., 2008) 60 OSN
VCAM-1 2 (Rankin, et al., 2008);(Castilla, et al., 49 2 (Castilla, et al., 2006);(Kalfin, et al., 243 S|

2008)

2002)
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Nessun beneficio Beneficio Commenti
N° studi N° N° studi N° Efficacia
participanti participanti
Biomarkers
ICAM-1 4 (Castilla, et al., 2006);(Castilla, et al.|
2008);(Kalfin, et al., 2002);(Puglisi, et al., 309 SI
2008)
Trombossano B2 1 (Albers, et al., 2004) 20 OSN
11-deidro-TXB2 1 (Abidov, et al., 2006) 44 OSN
Ossido nitrico (NO) 1 (Albers, et al., 2004) 20 SO
TOTALE 4° 84 12 608’
Hard end-points
Riduzione dei
parametri
namematorl 1 (Albers, et al., 2004) 20 OSN
ipendenti

dall’aggregazione
piastrinica
Riduzione dello stres 5 (Young, et al., 2000);(Rankin, et al.,
ossidativo in soggetti 2008);(Castilla, et al., 2006);(Sano, et al., 178 SI
sani 2007);(Abidov, et al., 2006)
Riduzione dello stres
ossidativo nella 1 (Kalfin, et al., 2002) 202 Sl
sclerosis sistemica
Riduzione dello stres
ossidativo nella 1 (Kalfin, et al., 2002) 202 Sl

sclerosi sistemica
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Nessun beneficio Beneficio Commenti
N° studi N° N° studi N° Efficacia
participanti participanti

Hard end-points
Riduzione dello stress
ossidativo in pazienti 1 (Castilla, et al., 2006) 41 OSN
emodializzati
Riduzione dello stress . ) .
ossidativo in pazienti 2 (Castilla, et al., 2006);(Castilla, et al., 73 OSN
emodializzati 2008)
Effetto antipiretico 1 (Gupta, et al., 2008) 60 SID
TOTALE 0 o° o° 497

*OSN: necessita di ulteriori studi; a) numero dsglidi che non hanno rilevato effetti benefici; bjmero totale dei soggetti inclusi negli studi
che non hanno riportato benefici; ¢c) numero degliische hanno rilevato effetti benefici; d) numéstale dei soggetti inclusi negli studi che
hanno riportato benefici.

Legenda: CRP (Proteina C reattiva); ICAM-1 (Intddar Adhesion Molecule-1); IL-6 (Interleuchina:8).-8 (Interleuchina-8); CD-40L
(Ligando CD-40); TNFa (Tumor Necrosis Factax); COX2 (Cicloosigenasi 2); VCAM-1 (Vascular CeltAesion Molecule-1).
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5.3Cameélliasinensis L.

Le foglie essiccate della piant@amellia sinensis L. sono utilizzate per la
preparazione del te, che rappresenta una delletley@u consumate al mondo. A
seconda del trattamento che subisce la foglia dreéepo la raccolta si ottengono
diverse tipologie di te: il te verde (che costit@sil 20% della produzione
mondiale di te) simile alla foglia fresca in terindi contenuto di flavonoidi; le
foglie, infatti, subiscono solo un breve processaodefazione ed essiccamento
che permette la conservazione dei principi attbntenuti, in particolare catechine.
Il t&¢ nero (78% della produzione mondiale), invesepisce un processo di
fermentazione che porta all’'ossidazione delle ¢atecin teaflavine e tearubigine.
Il té oolong, infine, &€ un te parzialmente fermémtahe costituisce il 2% della
produzione mondiale.

Le catechine costituiscono i principali flavonomil te verde (circa il 30% del
peso secco) e le piu importanti dal punto di vestiutistico e dell’attivita biologica
sono I'epigallocatechin-3-gallato (EGCG), che rasenta circa il 60% del
contenuto di catechine totale, I'epigallocatechiB&C) e I'epicatechina 3-gallato
(ECG). In letteratura sono presenti numerosi studili effetti benefici del té
verde; essi includono la valutazione della ridugiaiella pressione arteriosa e del
colesterolo plasmatico (Han et al., 2011; Kim et, &011), linibizione
dell'ossidazione delle lipoproteine a bassa den&ildl) (Ohmori et al., 2005),
I'attivita antiossidante e scavenger dei radigbkii (Cabrera et al., 2006).

Gli studi relativi alle proprieta anti-inflammaterdellaC. sinensis sono riportati
nelle Tabelle 5.2-5.4: 19 studi riportano gli eifetel te verde (Tabella 5.2), 6
quelli del té nero (Tabella 5.3) e 4 hanno valutatparagonato gli effetti di

entrambi.

5.3.1 Te verde

Per quanto riguarda il té verde, un totale di 56@getti ha riportato benefici sui
principali biomarkers inflammatori contro 389, doue tale effetto non e stato

osservato. Una simile situazione si osserva pehaid end-points: 539 soggetti
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hanno riportato un miglioramento dellostatus fisiologico associato
allinflammazione contro 419 che, invece, non hansperimentato alcun
miglioramento significativo. Per quanto riguardgeilnero, si osserva, rispetto al te
verde, un numero maggiore di soggetti in cui nonosgtati riportati effetti
benefici, sia in termini di riduzione di parametfiammatori (334 vs. 129) che di
miglioramento dei sintomi (268 vs 0). Nonostan&ddiato numero di studi, i dati
disponibili sono ancora molto contradditori: il ¥eérde, infatti, sembra avere un
effetto significativo solo nella riduzione dei liliedi malondialdeide (MDA) e
dello stress ossidativo, mentre altri biomarkens sembrano esserne influenzati o
comunque cio si verifica solo in un numero ristradt soggetti. Tuttavia, occorre
sottolineare che il té verde e stato saggiato imdiponi inflammatorie molto
eterogenee (es. soggetti sani, patologie metallidnfluenza etc.); di
conseguenza, risulta difficile trarre conclusiomfiditive sul suo effetto anti-
inflammatorio. Nei paragrafi successivi sono riptrgli effetti del te verde e del

te nero sui principali biomarkers infiammatori valti

5.3.1.1 Proteina C reattiva (CRP)

La Proteina C Reattiva (CRP) € un biomarkers infietorio aspecifico i cui
livelli sono correlati positivamente con il risch@ardiovascolare e del diabete.
Numerosi studi hanno valutato I'effetto del te \eersulla riduzione dei livelli
plasmatici di CRP in numerose patologie cronictesehdo emergere risultati
contrastanti. Infatti, negli studi di Fukino et £005), Ryu et al. (2006), Basu et
al. (2011) e de Maat et al. (2000) il consumo dveede, sia come estratto che
come infuso, sia a breve che a lungo termine (dt8nsane) non ha determinato
riduzione dei livelli di CRP rispetto al controliglacebo). Tali risultati hanno
fatto ipotizzare che il meccanismo alla base déi ddativi alla riduzione del
rischio cardiovascolare da parte del te verde moda ascrivere alla riduzione dei
livelli plasmatici di CRP.

Tuttavia, altri studi hanno invece mostrato ristifp@sitivi. Nello studio di Oyama

et al. (2010) e stato investigato I'effetto del somo quotidiano, per due
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settimane, di infusi di teé verde con differenti gtitivi di catechine (0 mg, 80
mg, 580 mg) in 30 soggetti sani fumatori. Al termidello studio, € stata
evidenziata una riduzione dei livelli plasmatici @RP nel gruppo che aveva
consumato l'infuso di té verde contenente il pievato quantitativo di catechine
rispetto al controllo (infuso senza catechine) @.685). Gli autori, tuttavia, hanno
concluso che il numero limitato di soggetti, I'ioslone di partecipanti di solo
sesso maschile e l'assenza di patologie cardiol@scpossano costituire
importanti limitazioni allo studio. Simili risultate conclusioni sono stati
evidenziati nello studio di Eichenberger et al.1@)) nel quale e stata riscontrata,
rispetto al placebo (p = 0.045), una riduzioneligeili plasmatici di CRP in nove
soggetti sani in seguito a consumo di un integeatbrté verde (contenente 159
mg di catechine totali) per tre settimane. Tuttawidlinizio dello studio, i livelli
basali di CRP erano gia molto bassi (figmL), ponendo qualche dubbio sul
reale significato di un’ulteriore riduzione di tabomarker inflammatorio. Infatti,
in patologie cardiovascolari i livelli di CRP risaho in media maggiori di 1

pug/mL.

5.3.1.2Malondialdeide (MDA)

Nella ricerca sistematica della letteratura cingtigi hanno evidenziato I'effetto
positivo del consumo di té verde sulla riduzion#adstress ossidativo, di cui la
malondialdeide (MDA) e uno degli indicatori piu sificativi. Nello studio di
Nantz et al. (2009), il consumo da parte di soggatii di 2 capsule/die un estratto
standardizzato di verde (contenente > 80% di catefiper tre settimane ha
determinato, rispetto al placebo, la riduzione’@i&lB% dei livelli plasmatici di
MDA (p < 0.05), suggerendo, quindi, un possibileegb protettivo nei confronti
dell’ossidazione lipidica plasmatica. Simili risatit sono stati riscontarti nello
studio di Freese et al. (1999), nel quale i livdl’MDA plasmatico sono stati
significativamente ridotti in seguito a consumoudi estratto di te verde (6.21

mol/L all’inizio e 4.87 mol/L al termine dello stigj p < 0.05).

86



Anche il consumo dell'infuso ha evidenziato effgitusitivi sullo stress ossidativo.
Infatti, nello studio di Klaunig et al. (1999) éagi testato I'effetto del consumo
dell'infuso di té verde (circa sei tazze/die) pettes giorni in un campione piu
ristretto, 67 soggetti sia fumatori che non. Almere dello studio, la riduzione
dell’escrezione urinaria di MDA é stata piu evidemii soggetti fumatori (circa
sei volte), suggerendo il maggior effetto antioastd del teé verde in soggetti
sottoposti ad uno stress ossidativo piu intenslm. #esso modo, una riduzione del
32.5 % dei livelli di MDA plasmatica e stata ripatd da 18 soggetti che avevano
consumato un infuso di té verde (contenente 70@B4dgmL di catechine) per 12
settimane, rispetto al placebo dove la riduzionstata dell'l1.5%. L’effetto
positivo del te verde sui livelli plasmatici di MDA stato evidenziato anche in
soggetti affetti da diabete di tipo II; infatti, lestudi di Fenercioglu et al. (2010)
la riduzione dei biomarkers di perossidazione lgadtra cui 'MDA) e risultata
significativamente piu evidente nel gruppo tratté@00 mg/die di estratto di te
verde) rispetto al controllo (placebo) (p = 0.001).

Due studi hanno, invece, non hanno riportato ef@gnificativi sui livelli di
MDA plasmatici (van het Hof et al., 1997; Erba, 300Gl autori hanno concluso
che il consumo giornaliero di té verde (circa &tddie per quattro settimane) puo
non fornire sufficienti quantitativi di flavonoigier espletare I'effetto biologico o

che i principi attivi non risultano essere biodisiili.

5.3.1.3Interleuchina-6 (IL-6)

Quattro studi, per un totale di 163 soggetti, nanrfo evidenziato effetti positivi
del consumo di te verde sui livelli plasmatici d+8. Nello studio di Ryu et al.
(2006) il consumo a lungo termine (4 settimanelidaiso di te verde (contenuto
di catechine non specificato) non ha determinat@zemni significative dei livelli
di IL-6 in soggetti affetti da diabete di tipo lispetto al placebo (acqua) (p =
0.594). Simili risultati sono stati raggiunti neglitri studi (Basu et al., 2011; de

Maat et al. 2000; Eichenberger et al., 2010), mailicg stato valutato sia I'effetto
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di estratti che di infusi di té verde in soggeétns Tali risultati suggeriscono che

I'IL-6 non sia implicata negli effetti benefici ded verde.

5.3.1.4 Interleuchina 1B (IL-13)

In condizioni fisiologiche, linterleuchina - riveste un’importante funzione
omeostatica nella regolazione di processi qualicidlo sonno-veglia e la
temperatura corporea. Tuttavia, [liper-produzionei duesta citochina
inflammatoria € implicata nei cambiamenti fisiogatpci che si verificano in
condizioni quali l'artrite reumatoide, l'osteoatérj le patologie vascolari e
I'Alzheimer (Golias et al., 2006).

Nessuno dei due studi che hanno valutato I'effégticte verde sull’lL 13 (Basu et
al., 2011; de Maat et al., 2000) é stato riscootet effetto positivo. Infatti, nello
studio di Basu et al. (2011), i livelli di IL f-non sono risultati significativamente
diversi prima e dopo il trattamento di otto setthaacon estratto di te verde (0.20
pg/mL all’inizio e 0.23 pg/mL al termine dello stayl Simili conclusioni sono
state tratte da de Maat et al. (2000) (0.87 pg/inlL d-3 riscontrati nei soggetti

all'inizio dello studio vs 0.86 pg/mL dopo quatsettimane).

5.3.1.5 Tumor Necrosis Factor alfa (TNFa)

L’effetto del consumo di té verde sui livelli di A\ sono stati valutati solo nello
studio di de Maat et al., (2000), non riscontrantltavia, effetti positivi. In
guesto studio, infatti, il teé verde (6 tazze/diepgarate infondendo 500 mg di te in
150 mL di acqua calda) e stato confrontato com® ihéro (6 tazze/die preparate
infondendo 500 mg di té in 150 mL di acqua caldape I'acqua (placebo) nella
riduzione di parametri inflammatori e di stressidatvo in soggetti sani fumatori.
Rispetto ai livelli di TNFe iniziali, non e stato evidenziata alcuna riduzione

significativa in nessuno dei trattamenti (p nomgigativo).
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5.3.1.6 8-iso-prostaglandina-F2-alfa (8-iso-PG-F&)

L'8-iso-prostanglandina-F2-alfa, come [I'8-epi-parsglandina-F2-alfa, € un
marker dello stress ossidativo, e in particolartadperossidazione lipidica. In
letteratura, sono stati selezionati due studi @mnb indagato I'effetto del té verde
su tale biomarker. Nello studio di Nagaya et a800@, il consumo di 440 mL di té
verde da parte di 20 soggetti sani fumatori ha rdet&ato una significativa
riduzione dei livelli di 8-epi-prostanglandina-FBaa Al contrario, nello studio di
Freese et al. (1999), questa riduzione non risslgnificativa. Infatti, tale
biomarker ha subito un decremento sia nel grupgttato (10 tazze/die per quattro

settimane) che nel controllo (placebo).

5.3.1.7 Vascular Cell Adhesion Molecule-1 (VCAM-1)

Due studi hanno valutato I'effetto del te verd#'sspressione delle Vascular Cell
Adhesion Molecule-1 (VCAM-1). Nello studio di Goudest al. (2000) il
trattamento consisteva in capsule contenenti ném wo estratto di té verde (10
mg) ma anche altri antiossidanti (vitamina [lEcarotene, picnogenolo, etc.). Il
consumo di quattro capsule/die per 12 settimaneddiarminato, rispetto al
placebo, una riduzione significativa dei livelliCAM-1 (780.5 ng/mL prima del
trattamento vs 656 ng/mL al termine dello studios 0.04). Al contrario, nello
studio condotto da Basu et al. (2011), nel quatato valutato I'effetto del solo te
verde, tale riduzione non risulta significativap&ssibile che I'associazione di piu
antiossidanti nello studio di Goudev et al. (208Bbia avuto un effetto sinergico
nella riduzione delle VCAM-1.

5.3.1.8 Intercellular Cell Adhesion Molecule-1 (ICM-1)
L’espressione di delle Intercellular Cell Adhesidiolecule-1 (ICAM-1) e stato,
anche in questo caso, valutato negli studi di Batsal. (2011) e Goudev et al.

(2000), con esiti simili a quelli osservati peMEAM-1. Nello studio di Goudev
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et al. (2000) i livelli basali di ICAM-1 erano pai341.8 ng/mL (placebo = 349.9
ng/mL); al termine dello studio, tali livelli sonosultati pari a 301.6 ng/mL
(placebo = 356 ng/mL) (p = 0.053). Nello studidBaisu et al. (2011) la riduzione
di ICAM-1 non e stata significativa (119.0 ng/mL 189.6 ng/mL al termine dello

studio).

Gli effetti del té verde sono stati valutati anche altri parametri inflammatori
quali I'espressione di metalloproteinasi (MMPSs) pladuzione del Trombossano
B2 (TXB2) (e suoi derivati) e dell'ossido nitricdNQ), ma non sono riscontrati

effetti positivi.

5.3.2Té nero

In generale, il té nero risulta meno attivo deVégede nella riduzione di parametri
inflammatori. Infatti, otto studi (per un totale 884 soggetti) non hanno riportato
effetti positivi nella riduzione di biomarkers iafnmatori e tre (per un totale di

129 soggetti), invece, li hanno evidenziati.

5.3.2.1 Proteina C Reattiva (CRP)

In totale, quattro studi hanno indagato I'effett t& nero sui livelli plasmatici di
CRP quale biomarker associato allo stress ossalatial rischio cardiovascolare.
Di questi, tre studi non hanno evidenziato effptisitivi (Widlansky et al., 2005;
de Maat et al., 2000; Mukamal et al., 2007). Neaftadio di Widlansky et al.
(2005) é stato valutato I'effetto del consumo din#ro (450 mL o 900 mL al
giorno) sia a breve (due ore) che a lungo termjo@t{ro settimane) in 66 soggetti
affetti da patologie cardiovascolari. Sebbene ®togiscontrato un aumento dei
livelli di catechine (EC ed ECG) nel plasma deigeity sia nel consumo a breve
(33%) che a lungo termine (29%)), tale effetto natado seguito da una riduzione
dei livelli plasmatici di CRP. Tuttavia, un effetpmsitivo € stato evidenziato nel

gruppo placebo (acqua), facendo presupporre laepres di qualche bias
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all'interno dello studio. Anche nello studio di Markal et al. (2007) non é stato
evidenziato un effetto di riduzione dei livelli @RP in pazienti affetti da diabete
di tipo Il o patologie cardiovascolari, probabilnernanche a causa del basso
guantitativo di te nero utilizzato (1 tazza/settimagper sei mesi). Nello studio di
Steptoe et al. (2007), al contrario, il consumdednero (una tazza/die per quattro
settimane) da parte di soggetti sani, ha determinaa riduzione significativa dei
livelli di CRP rispetto al placebo (in media 0.7§/Mvs 0.97 mg/L, p = 0.05).

5.3.2.2 P-selectina

Due studi hanno valutato I'effetto del consumo é&linero sull’espressione di P-
selectina. Nello studio di Hodgson et al. (200tLyonsumo di té nero (5 tazze/die
per 4 settimane) ha significativamente ridottovelii di P-selectina (p = 0.01)

rispetto al placebo (acqua) in 22 soggetti sani, moa di altre molecole di

adesione o dell'aggregazione piastrinica. Talilt&upotrebbero spiegare in parte
I'effetto positivo del te nero nella riduzione d&chio cardiovascolare in alcuni
studi epidemiologici. Tuttavia, nello studio di ptee et al. (2007), svolto sempre
in soggetti sani (n = 75) e della durata di seiirpaine, tale effetto non e stato
evidenziato. E’ probabile che diversi fattori inflaano sulla discordanza degli
studi, come ad esempio la composizione del te (@escritta nello studio di

Hodgson et al., 2001) e il dosaggio.

5.3.2.3 Aggregazione piastrinica

L'effetto del té nero sull’aggregazione piastrinieastato valutato in un unico
studio (Steptoe et al., 2007). Sebbene nello stndio siano stati rilevati effetti

positivi sul fattore di adesione P-selectina, ihsemo di té nero ha determinato,
rispetto al placebo, una riduzione dell'attivaziop@strinica, misurata come

percentuale di aggregati piastrine-leucociti ciaol (p = 0.78).
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Negli altri studi, non sono stati evidenziati efifepositivi sui biomarkers
inflammatori quali E-selectina, TN&; fibrinogeno, isoprostani, VCAM-1,
ICAM-1, fattore di Von Willebrand (VWF), Inibitoredell’Attivatore del
Plasminogeno-1 (PAI-1) e Attivatore del Plasminagéssutale (t-PA).

Occorre sottolineare che sono pochi gli studi chanle valutato gli effetti su
guesti biomarkers; inoltre, emerge con chiara exddd’elevata eterogeneita della
composizione dei te utilizzata (dove descrittapenbn considerazione di fattori

guali lo stile di vita e la dieta.

5.3.3 Studi epidemiologici

Per laCamellia sinensis L. sono stati selezionati, attraverso i criterirdilusione
ed esclusione precedentemente descritti, 13 spidiemiologici (Tabella 5.5). Tre
ampi studi cross-sezionali hanno valutato la relazitra consumo di te verde o
nero e livelli plasmatici di Proteina C ReattivaRE) (De Bacquer et al., 2006;
Chun et al., 2008; Maki et al., 2010). Uno di quyastparticolare (De Bacquer et
al., 2006), condotto su 1031 soggetti sani belgi,eNidenziato una relazione
positiva tra consumo di té nero e riduzione deasllivnon solo di CRP, ma anche
di amiloide A ed aptoglobina. Gli altri due studhiyece, il primo condotto sulla
popolazione giapponese (di eta compresa tra 49ani@® (Maki et al., 2010) e il
secondo su quella statunitense (8335 soggetti tr>€l9 anni) (Chun et al.,
2008), non hanno evidenziato alcuna correlazione.

Uno studio prospettico condotto nella popolazionemrinile diabetica
statunitense, ha messo in rilievo che lI'assunziin2 o piu tazze di té al giorno
(sia verde che nero) sembra essere associato @&ntamioni piu elevate di
adiponectina (proteina ad azione anti-inflammajomaa tale relazione e risultata
non significativa una volta aggiustati i valorietuti per stile di vita e anamnesi
medica dei soggetti (P=0.07) (Williams et al., 2008

Dalla Tabella 5.4 e possibile osservare che, iealimgenerale, i biomarkers

inflammatori non sembrano essere influenzati pasitiente dal consumo .
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sinensis L. (22075 soggetti totali che hanno riportato benegispetto a 1031
soggetti che non li hanno riportati).

Simili conclusioni possono essere tratte osservajideffetti del consumo di te
verde in diverse patologie inflammatorie: 15688g&ig totali che hanno riportato
benefici rispetto a 2308 soggetti che non li hanportati. In uno studio cross-
sezionale effettuato in Giappone (Shibata et QD02 e uno studio caso controllo
in Cina (Setiawan et al., 2001), I'effetto protettinei confronti della gastrite
atrofica é stato osservato solamente quando ilutnagyiornaliero di té verde era
molto elevato oppure prolungato nel tempo. Nellmit di Setiawan et al. (2000)
in particolare, che ha incluso 166 casi di gas&it33 controlli sani, € risultato
che, coloro che consumavano te verde presentaV&ida di rischio in meno di
sviluppare gastrite cronica rispetto ai non condoma che la relazione tra
consumo e patologia aveva un andamento dose-regspostgli anni di utilizzo di
te verde. Al contrario, lo studio di Shibata et(@001) ha mostrato che anche il
consumo elevato (> 10 tazze/die) di te verde malfaolazione giapponese (n=636,
eta media 50.2 anni) non sembrerebbe essere d@ssadiana riduzione del rischio
di sviluppare gastrite atrofica, anche dopo coargidai dati per infezione d#
pylori e fattori connessi allo stile di vita (OR=0.63; 9824 0.43-0.93). Simili
risultati sono stati ottenuti dallo studio di Kuveah et al. (2000) (n=566, eta 50-55
anni), nel quale la riduzione del rischio di svipape gastrite atrofica e stata

valutata statisticamente non significativa.
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Tabella 5.2— Studi relativi allaCamellia sinensis L. té verde

Nessun beneficio Beneficio Commenti
N° studi N° N° studi N° Efficacia
participanti participanti
Biomarkers
Proteina C reattiva 5 (Fukino, et al., 2005);(Ryu, et al., .
(CRP) 2006);((de Maat, et al., 2030();(yBakker, etal, 256 2 (Oyama, 2012%’§E'Che”ber9e“ etal, 39 NO
2010);(Basu, et al., 2011) )
Alfa-amiloide 1 (Nantz, et al., 2009) 111 OSN*
MDA 5 (Nantz, et al., 2009);(Klaunig,
2 (van het Hof, et al., 1997);(Erba, 2005 49 1999);(Freese, 1999);(Fenercioglu et al., 307 YES
2010);(Nagao, et al., 2005)
Adiponectina 2 (Bakker, et al., 2010);(Basu, et2011) 71 OSN
IL-6 4 (Ryu, et al., 2006);(Basu, et al., 2011);(de
Maat, et al., 2000);(Eichenberger, et al.| 163 OSN
2000)
IL-18 2 (Basu, et al., 2011);(de Maat, et al., 2000) 99 OSN
CD-40 L 1 (Oyama, 2010) 30 OSN
MCP-1 1 (Oyama, 2010) 30 OSN
MIF (macrophage
migration inhibitory 1 (Oyama, 2010) 30 OSN
factor)
TNF-a 1 (de Maat, et al., 2000) 64 OSN
IFN-y 1 (Rowe, et al., 2007) 124 OSN
Leptina 1 (Basu, et al., 2011) 35 OSN
Fibrinogeno 1 (de Maat, et al., 2000) 64 OSN
Isoprostani F2 1 (Hodgson, 2002) 13 OSN
8-isoprostaglandina- 1 (Freese, 1999) 20 1 (Nagaya, et al., 2004) 20 OSN

F2-alfa
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Nessun beneficio Beneficio Commenti
N° studi N° N° studi N° Efficacia
participanti participanti

Biomarkers
&-op -postaglandin- 1 (Hirano-Ohmori, et al., 2005) 22 OSN
6-cheto-PGF&2 1 (Hirano-Ohmori, et al., 2005) 22 OSN
VCAM-1 1 (Basu, et al., 2011) 35 1 (Goudev, 2000) 0 6 OSN
ICAM-1 1 (Basu, et al., 2011) 35 1 (Goudev, 2000) 0 6 OSN
Metalloproteinasi . .
(MMPs) 1 (Hirano-Ohmori, et al., 2005) 22 OSN
Trombossano (B2) 1 (Hirano-Ohmori, et al., 2005) 22 OSN
TXB2
F2a, 2,3-dinor
thrombossano B2 1 (Freese, 1999) 20 OSN
Ossido nitrico (NO) 1 (Freese, 1999) 20 OSN
TOTAL 12° 389 10° 552
Hard end-points
Variazione dello
status infammatorio
nel diabete 2 (Fukino, et al., 2005);(Ryu, et al., 2006 121 (Fé&nercioglu, et al., 2010) 114 OSN
conclamato o
borderline
Riduzione dello stress 9 (Erba, 2005);(Nantz, et al., 2009);
ossidativo in soggetti| 3 (Bakker, et al., 2010);(Hirano-Ohmori, € 83 (Oyama, 2010);(Freese,1999); (Nagaya, et 301 S|

sani al., 2005);(van het Hof, et al., 1997)

al., 2004);(Klaunig, 1999);(Nagao, et al.

2005);(Panza, 2008);(Hodgson, 2000
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Nessun beneficio Beneficio Commenti
N° studi N° N° studi N° Efficacia
participanti participanti

Hard end-points
Satus infiammatorio
nella sindrome 1 (Basu, et al., 2011) 35 OSN
metabolica
Riduzione dei sintom 1 (Rowe, et al., 2007) 124 OSN
influenzali
Irritazione nel foto- |5 i et al., 2005);(Janjua, et al., 2009) 96 OSN
invecchiamento
TOTAL 8 419 11° 53¢

* OSN: necessita di ulteriori studi; a) numero degldi che non hanno rilevato effetti benefici; bjmero totale dei soggetti inclusi

negli studi che non hanno riportato benefici; anewo degli studi che hanno rilevato effetti bernigfig numero totale dei soggetti

inclusi negli studi che hanno riportato benefici

Legenda: CRP (Proteina C reattiva); MDA (Malondadtk); IL-6 (Interleuchina-6); ILf1 (Interleuchina 13); CD-40L (Ligando CD-40);
MCP-1 Monocyte Chemoattractant Proteifi)iF-a (Tumor Necrosis Factax); IFN-y (Interferoney); COX2 (Cicloosigenasi 2); 6-keto-
PGF-2x (6-cheto-prostaglandina-2 alfa); VCAM-1 (Vasculzll Adhesion Molecule-1); ICAM-1 (Intercellular Adsion Molecule-1).
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Tabella 5.3- Studi relativi allaCamellia sinensisL.: té nero

Nessun beneficio Beneficio Commenti
N° studi N° N° studi N° Efficacia
participanti participanti
Biomarkers
CRP 3 (Widlansky, et al., 2005);(de Maat, et a)., B
2000):(Mukamal, et al., 2007) 158 1 (Steptoe, et al., 2007) 75 NO/OSN
MDA 2 (van het Hof, et al., 1997);(O' Reilly, et 57 S|
al., 2001);
IL-6 2 (Mukamal, et al., 2007);(de Maat, et al|,
2000). 92 OSN
IL-1b 1 (de Maat, et al., 2000); 64 OSN
TNF-a 2 (de Maat, et al., 2000);(Mukamal, et al\., 92 OSN
2007)
E-selectina 1 (Hodgson, 2001) 22 OSN
P-selectina 1 (Steptoe, et al., 2007) 75 1 (Hodg2001) 22 OSN
Fibrinogeno 3 (de Maat, et al., 2000);(Mukamahlet
2007);(Hodgson, 2001) 114 OSN
8-isoprostano 1 (Widlansky, et al., 2005) 66 OSN
F-2 isoprostani 1 (Hodgson, 2002) 22 OSN
E'Ze_g'l;gms‘ag'a”d'“a' 1 (O' Reilly, et al., 2001) 32 OSN
VCAM-1 2 (Mukamal, et al., 2007);(Hodgson, 2001) 50 OSN
ICAM-1 2 (Mukamal, et al., 2007);(Hodgson, 2001) 50 OSN
t-PA 2 (Mukamal, et al., 2007);(Hodgson, 200(1) 50 OSN
PAI-1 1 (Hodgson, 2001) 22 OSN
vVWF 1 (Mukamal, et al., 2007) 28 OSN
Complessi leucociti- 1 (Steptoe, et al., 2007) 75 OSN
piastrine
TOTAL 8 334 3 129
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Nessun beneficio

Beneficio

Commenti

N° studi

NO
participanti

N° studi

NO
participanti

Efficacia

Hard end-points

Variazione dello
status infiammatorio
nel diabete
conclamato o
borderline

1 (Mukamal, et al., 2007)

28

OSN

Riduzione dello stres
ossidativo in soggetti
sani

s5 (Steptoe, et al., 2007);(O' Reilly, et al.,
2001);(Hodgson, 2001);(van het Hof, et al.
1997);(Hodgson, 2000)

174

OSN

Riduzione dello stres
ossidativo

In patologie vascolar
croniche

S

1 (Widlansky, et al., 2005)

66

OSN

Riduzione
dell'inflammazione

In patologie vascolar
croniche

1 (Widlansky, et al., 2005)

66

OSN

TOTAL

7a

268

OC

0de

* OSN: necessita di ulteriori studi; a) numero dsgldi che non hanno rilevato effetti beneficinbimero totale dei soggetti inclusi

negli studi che non hanno riportato benefici; dnewo degli studi che hanno rilevato effetti berigfit numero totale dei soggetti
inclusi negli studi che hanno riportato benefici.

Legenda: CRP (Proteina C reattiva); MDA (Malondedi®); IL-6 (Interleuchina-6); IL{1 (Interleuchina 18); TNF-a (Tumor Necrosis
Factora); VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule-1); ICA (Intercellular Adhesion Molecule; t-PA (Attivatodel

Plasminogeno tissutale); PAI-1 (Inibitore dell’ A@itore del Plasminogeno-1); VWF (Fattore di vonl&®iland)
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Tabella 5.4- Dati epidemiologici relativi all&€amellia sinensis L.

Nessun beneficio Beneficio Commenti
N° studi N° N° studi N° Efficacia
participanti participanti

Biomarkers
CRP 3 (Maki, et al., 2010);(Chun, et al.,

2008);(Song, et al., 2005) 19004 1 (De Bacquer, et al., 2006) 1031 NO
IL-6 1 (Song, et al., 2005) 344 OSN*
Amilode A sierica e 1 (De Bacquer, et al., 2006) 1031 OSN
aptoglobina
Adiponectina 1 (Williams, et al., 2008) 2040 OSN
Fibrinogeno 1 (De Bacquer, et al., 2006) 1031 OSN
TOTAL 5 22075 1 1031 OSN
Hard end-points
Gastrite atrofica 1 (Kuwahara, et al., 2000) 566 2 (Setiawan, et glc.)b(z)g)01);(8h|bata, et al. 1368 OSN
COPD (patologie
ostruttive polmonari 1 (Tabak, et al., 2001) 13651 OSN
croniche)
Asma 2 (Shaheen, et al., 2001);(Garcia, et al., 1471 OSN

2005)

Patplogle , 1 (Kushiyama, et al., 2009) 940 OSN
periodontali
TOTAL 4 15688 3 2308’ OSN

*OSN: necessita di ulteriori studi; a) numero deglidi che non hanno rilevato effetti beneficinmmero totale dei soggetti inclusi negli studi cloa
hanno riportato benefici; ) numero degli studi bheno rilevato effetti benefici; d) numero totdés soggetti inclusi negli studi che hanno ripartat

benefici

Legenda: CRP ( Proteina C Reattiva); IL-6 (Intecldna-6).
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5.4Matricariarecutita L.

La Matricaria recutitaL. (camomilla) rappresenta un esempio di pianta amgav
una lunga tradizione d'uso per disturbi gastroitme@di, ma per la quale studi
scientifici nel’'uomo, in termini di uso orale, smpraticamente inesistenti. Dalla
revisione della letteratura, € stato possibileudele un solo studio (Becker et al.,
2006) poiché gli altri studi estratti in letterauutilizzavano tale pianta in
formulazioni per aerosol, dentifrici e collutoriolstudio di Becker et al. (2006), in
cui sono stati inclusi 255 bambini, riporta I'uselld M. recutita per valutarne
I'effetto sulla riduzione della diarrea acuta. Adrmine dello studio é stata
evidenziata una riduzione della durata della dere la frequenza delle
evacuazioni (hard end-point), mentre I'effetto sonfarkers infiammatori non e
stato valutato. Considerata anche l'assenza dii stpidemiologici, si puo
concludere che la camomilla necessita di studitefirento nelluomo focalizzati
sull'inflammazione gastrointestinale che possangstgicare la tradizione d'uso.
In alternativa, dovrebbero essere sviluppati modelitro o ex vivoin grado di

rappresentare tale situazione.

5.50lea europea L.

Tutti gli studi selezionati (n=6) sono stati eftetti tramite I'utilizzo dell'olio di

oliva (Tabella 5.4). Cinque studi, per un totale985 soggetti, hanno valutato
numerosi parametri inflammatori (Konstantinidou at, 2010; Pacheco et al.,
2008). In generale, i risultati mostrano che ittaiento con olio di oliva hanno
modificato i livelli di Vascular Cell Adhesion Matele-1 (VCAM-1), Intercellular

Cell Adhesion Molecule-1 (ICAM-1), Interleuchina-gIL-6), E-selectina,

isoprostano e Interferone-(IFN-y). Un altro studio (Bitler et al., 2007) ha
riportato, inoltre, una riduzione del dolore vatotdal sistema qualitativo DAS-28
(Disease Activity Score-28) e un miglioramento aeajualita della vita secondo
I'HAQ-DI (Health Assessment Questionnaire Disapilindex) in 105 soggetti

affetti da artrite. Nei paragrafi successivi sonportati i risultati relativi ai
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principali biomarkers inflammatori analizzati negludi.

5.5.1 Proteina C Reattiva (CRP)

L'effetto dell'Olea europed.. sulla CRP €& stato valutato in due studi. Neinori
(Bitler et al., 2007), comprendente 105 soggetéttifda artrite reumatoide, e stato
utilizzato come trattamento la frazione acquosédlieh, nella dose di 400 mg per
guattro settimane e come controllo il placebo.ekhtine dello studio, non é stata
evidenziata una riduzione significativa dei priraipbiomarkers infiammatori,
inclusa la CRP, nonostante il miglioramento deliatosnatologia dolorosa
connessa all'artrite reumatoide. Kostandinidoul.ef2®10) hanno, invece, valutato
I'effetto dell’olio extravergine di oliva in ass@zione alla dieta mediterranea
(VOO + TMD) rispetto al controllo e alla sola dieteediterranea (TMD) in 90
soggetti sani al fine sullo stress ossidativo eoirarkers inflammatori ad esso
associati. Al termine dello studio (3 mesi) e statadenziata una riduzione
significativa dei livelli di CRP plasmatici sia ngtuppo TMD che VOO + TMD (p

< 0.05) e una riduzione dei geni coinvolti nelldwgepo dell’aterosclerosi.

5.5.2 Vascular Cell Adhesion Molecule-1 (VCAM-1)

| tre studi hanno valutato l'effetto dell’'olio diliea sulle molecole di adesione
vascolari hanno evidenziato risultati positivi. tatti e tre gli studi, tuttavia,
I'effetto dell’'olio di oliva e stato valutato in ssciazione alla dieta mediterranea,
non consentendo, di conseguenza, una chiara dostenzlegli effetti positivi dei
due interventi dietetici. Nello studio di Mena &€t(@009) 112 soggetti con diabete
o elevato rischio cardiovascolare (alcuni in traigato con statine o ACE inibitori)
sono stati assegnati a differenti approcci diateti@ dieta mediterranea in
associazione ad 1 L di olio di oliva/settimana (M&idt); la dieta mediterranea in
associazione a 30 g/die di frutta secca (noci, md@ac nocciole) oppure una dieta
a basso contenuto di grassi. La riduzione delle MEA e stata evidenziata in

entrambi i gruppi che seguivano la dieta meditesaama solo in coloro che erano
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in trattamento con farmaci ipocolesterolemizzan#®©E inibitori, sottolineando
I'importanza dell'effetto sinergico tra approccioiettico e trattamento
farmacologico (Mena et al., 2009). Uno studio stndgilstato condotto da Fuentes et
al. (2008) nel quale la dieta mediterranea riccacidi grassi monoinsaturi (basata,
tra le altre cose, sull’'uso di olio extra verginieliva) e stata paragonata alla dieta
tipica dei Paesi occidentali (ricca in acidi grasaiuri) e ad una dieta povera di
grassi ed arricchita in acidi grassi della seri®.nd termine dello studio (quattro
settimane) i livelli di VCAM-1 sono risultati sidgficativamente piu bassi nei
soggetti che avevano seguito la dieta mediterrgmea0.031).

L’effetto a breve termine dell’'uso di olio di olisulle molecole di adesione e stato
valutato nello studio condotto da Pacheco et @082, nel quale sono stati inclusi
28 soggetti con ipetrigliceridemia (14 normotedueipertesi). Il protocollo clinico
prevedeva il consumo di un pasto iperlipidico segdal consumo di olio di oliva
o di olio di semi di girasole rispetto al controlleoggetti sani). Al termine dello
studio, e stata evidenziata una riduzione deillideNCAM-1 solo nel gruppo che
aveva assunto olio di oliva, e questo effetto erdemte sia nei soggetti normotesi

che in quelli ipertesi (p < 0.01).

5.5.3 Intercellular Cell Adhesion Molecule-1 (ICAM11)

| livelli di ICAM-1 sono stati valutati in tre studi risultati di due dei quali (Mena
et al., 2009; Pacheco et al., 2008) confermanotquasservato per le VCAM-1.

Nel terzo studio (Corella et al., 2009), invecestato valutato I'effetto della dieta
mediterranea in associazione con olio extra vergineoliva (MD + VOO)
sull’espressione di ICAM-1 e altri biomarkers imfimatori in soggetti con
polimorfismo genetico per la COX-2, associato ad ammento dei livelli
fisiologici di CRP, IL-6 e molecole di adesione tnai le ICAM-1. Tale approccio
dietetico e stato confrontato con la dieta mediteza in associazione con noci
(MD + NUTS) e con il controllo (dieta ipolipidicajisultando egualmente efficace
al trattamento con MD + NUTS nella riduzione deelli di ICAM-1 (p = 0.018).
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5.5.4. Interleuchina-6 (IL-6)

Gli effetti positivi del consumo di olio di olivaus livelli di IL-6 sono stati
evidenziati dagli studi condotti da Mena et al.q2D e Corella et al. (2009),
mentre Bitler et al. (2007) non hanno riscontrdfete benefici significativi.

Tale discordanza puo essere imputabile in partattal che nello studio di Bitler et
al. (2007) il trattamento prevedeva l'utilizzo dmtigua di vegetazione isolata
dall'oliva, mentre negli altri due studi e statdimzato I'olio extra vergine di oliva
in associazione alla dieta mediterranea. Inoltiiesftetti del trattamento sono stati
investigati in patologie e condizioni fisiologiclifferenti: I'artrite reumatoide

nello studio di Bitler et al. (2007) e patologiediavascolari.

L'effetto dell'olio di oliva su altri biomarkers frammatori quali MMPs
(Metalloproteinasi), IL-8 ed ILf3 (Interleuchina-8 e {3), (NO (ossido nitrico),
IL-10 (Interleuchina 10), MCP-1 (Monocyte Chemaoadtant Protein-1), & stato
poco studiato e riportato da singoli studi (Fuen&tsal.,, 2008 per I'NO e
Kostantinidou et al., 2010 per I'lL-10), dove, pé@ non sono stati evidenziati
effetti positivi. Infine, solo uno studio riportaeffetto positivo dell’olio di oliva sui
livelli di isoprostani e IFNy (Interferoney), sempre in associazione con la dieta

mediterranea.

5.5.5 Studi epidemiologici

Per quanto riguarda gli studi epidemiologici, in#e@pplicando i criteri di
inclusione ed esclusione, ne sono stati seleziamadue. In generale, essi hanno
valutato l'effetto, nella dieta, degli oli vegetadarzialmente idrogenati (HVO)
rispetto all'olio di oliva (non-HVO) (EsmaillzadehAzadbakht, 2008). Tuttavia, il
numero generale dei soggetti inclusi e degli sselsi risulta ancora insufficiente
per supportare I'effetto benefico dell'olio di ddiwnell’inflammazione.

Due studi caso-controllo effettuati in Grecia sugggno un effetto protettivo

svolto dal consumo di olio di oliva nei confrontltiartrite reumatoide (Linos et
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al.,, 1991; Linos et al., 1999). Inoltre, due stsgagnoli (Salas-Salvado et al.,
2008; Serrano-Martinez et al., 2005) hanno ossemvaa correlazione positiva tra
consumo di olio di oliva ed espressione di molecbladesione vascolari di tipo 1
(VCAM-1) in pazienti con elevato rischio cardiovakre o angina instabile. In un
altro studio cross-sezionale effettuato in donaaiane, I'elevato consumo di non-
HVO é risultato associato a piu basse concentrapiasmatiche di amiloide A,

TNF, CRP e sICAM-1. Tuttavia, il consumo di olioaliva non é stato valutato da
solo, ma solo in associazione con altri non-HVO.nbd&iante la presenza di
evidenze positive, quindi, anche gli studi epiddogti suggeriscono la necessita
di ulteriori studi a sostegno dell'effetto benefiassociato al consumo di olio di
oliva oppure, in alternativa, lo sviluppo di modefi vitro o ex vivoin grado di

mimare la situazione fisiologiazell'uomo.
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Tabella 5.5- Studi relativi allaOlea europed..: olio di oliva

Nessun beneficio Beneficio Commenti
N° studi N° N° studi N° Efficacia
participanti participanti
Biomarkers
MMPs (1,2,3,9,13) 1 (Bitler, et al., 2007) 105 NO'S
ILs (1beta, 8) 1 (Bitler, et al., 2007) 105 OSN
CRP 1 (Bitler, et al., 2007) 105 OSN
VCAM-1 3 (Mena, et al., 2009);(Pacheco, et al, 174 S|
2008);(Fuentes, et al., 2008)
ICAM-1 3 (Pacheco, et al., 2008);(Mena, et al, 875 S|
2009);(Corella, et al., 2009)

IL-6 1 (Bitler, et al., 2007) 105 2 (Mena, et al.éggg)g),(Corella, et al., 833 S|
E-selectina 1 (Mena, et al., 2009) 112 OSN
Nitrati/Nitriti 1 (Fuentes, et al., 2008) 20 OSN
NO 1 (Fuentes, et al., 2008) 20 OSN
Isoprostani 1 (Konstantinidou, et al., 2010) 90 SND
Gene dell'lL-10 1 (Konstantinidou, et al., 2010) 09 OSN
MCP-1 1 (Konstantinidou, et al., 2010) 90 OSN
IFN-y 1 (Konstantinidou, et al., 2010) 90 OSN
TOTAL 3 215 5 985
Hard end-points
Dolore 1 (Bitler, et al., 2007) 105 OSN
HAQ-DI (Health
assessment 1 (Bitler, et al., 2007) 105 OSN
Questionnaire for
rheumatoid arthritis)
TOTAL 0 0’ 1° 105’
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* OSN: necessita di ulteriori studi; a) numero dsgldi che non hanno rilevato effetti beneficinbimero totale dei soggetti inclusi

negli studi che non hanno riportato benefici; anewo degli studi che hanno rilevato effetti bernigfi numero totale dei soggetti
inclusi negli studi che hanno riportato benefici

Legenda: MMPs (Mealloproteinasi); ILs (Interleuchiifs e 8); CRP (Proteina C Reattiva); VCAM-1 (Vasculail Adhesion
Molecule-1); ICAM (Intercellular Cell Adhesion Matale-1); IL-6 (Interleuchina-6); NO (Ossido NitrigdL-10 (Interleuchina-10);
MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein-1); HAQ(Béalth Assessment Questionnaire-Disability Index)
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Tabella 5.6— Dati epidemiologici relativi all®lea europed..: olio di oliva

Nessun beneficio Beneficio Commenti
N° studi N° N° studi N° Efficacia
participanti participanti
Biomarkers
VCAM-1 2 (Salas-Salvado, et al., 2008);(Serranjo .
Martinez, et al., 2005) 796 OSN
ICAM-1 1 (Salas-Salvado, et al., 2008) 772 OSN
IL-6 1 (Salas-Salvado, et al., 2008) 772 OSN
CRP 1(Esmaillzadeh and
1 (Salas-Salvado, et al., 2008) 772 Azadbakht, 2008) 486 OSN
TNFa 2 (Serrano-Martinez, et al.,
2005);(Esmaillzadeh and Azadbakht, 510 OSN
2008)
SICAM-1 1 (Esmaillzadeh and Azadbakht, 2008) 486 OSN
TOTAL 1 772 3 1282
Hard end-points
Artrite reumatoide 0 0 2 (Linos, et al., 1991);(a et al., 1999) 638 OSN
TOTAL 0? 0° 2 638’

* OSN: necessita di ulteriori studi; a) numero dsgldi che non hanno rilevato effetti beneficinbimero totale dei soggetti inclusi

negli studi che non hanno riportato benefici; dnewo degli studi che hanno rilevato effetti berigfit numero totale dei soggetti

inclusi negli studi che hanno riportato benefici

Legenda: VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule-IQAM (Intercellular Cell Adhesion Molecule-1); 16 (Interleuchina-6); CRP
(Proteina C Reattiva); TNE-(Tumor Necrosis Factax); sSICAM (soluble Intercellular Cell Adhesion Molde-1)
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5.6Urticadioica L.

Nella Farmacopea elvetica e nelle monografie d8ICBDP e descritto I'uso delle
foglie, dei fiori, dei rizomi e delle radici di ®lpianta negli stati inflammatori
associati alle patologie osteo-articolari. Applidanla metodologia di ricerca
descritta nella sezione “Metodi”, sono state trevaiattro pubblicazioni, ma solo
tre presentavano i requisiti richiesti per l'ingtuse (Tabella 5.6). Gli studi
presentano un’elevata eterogeneita in quanto zditia parti diverse della pianta:
in uno e descritto 'uso delle foglie, uno delliegto di fiori essiccato e il terzo,
infine, un preparazione commerciale (Phytdlgian cui I'Urtica dioica L. (la
parte della pianta non € specificata) e in assmriazcon olio di pesce, zinco e
vitamina E.

Solo nello studio condotto da Chrubasik et al.9{@)9sono stati misurati i livelli di
biomarkers infiammatori specifici, ovvero della @wioa C reattiva, marcatore
inflammatorio aspecifico. In particolare, é statwato I'effetto di un estratto di
foglie di Urtica dioica L. (50 mg, in associazione con 50 mg di diclofgnac
rispetto al diclofenac (100 mg) nella riduzionelaatatusinfiammatorio e della
sintomatologia dolorosa in pazienti affetti da pagoe osteoarticolari. Al termine
dello studio (due settimane), I'estrattodli dioica si € mostrato non inferiore al
diclofenac nella riduzione dei livelli di CRP (pG:82). Anche per la risposta al
dolore tramite il WOMAC (Western Ontario and McMastJniversities Arthritis
Index) test e per il livello di disabilita valutato dairpecipanti € stato riportato un
miglioramento del 70% in entrambi i trattamenti.che nello studio di Jacquet et
al. (2009) e stato evidenziato un miglioramento ghiametri qualitativi come la
risposta al dolore tramite WOMAC test e una ridaeiodel 50% dell’'uso di
farmaci anti—-inflammatori non steroidei (NSAIDsh seguito ad assunzione di
Phytalgid] in 81 pazienti affetti da artrite acuta.

Infine, una risposta positiva & stata osservaammienti affetti da patologia rinitica
(Mittman, 1990). Nonostante questi dati indichino possibile effetto benefico
della pianta in diverse patologie associate alBimimazione, la scarsita del
numero di studi non consente di trarre conclusideiinitive e sottolinea la

necessita di ulteriori studi.
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Tabella 5.7 -Studi clinici relativi all’ Urtica dioical.

Nessun beneficio Beneficio Commenti
N° studi N° N° studi N° Efficacia
participanti participanti
Biomarkers
CRP 1 (Chrubasik et al., N
1997) 36 OSN
TOTAL 1° 36° o° 0o’
Hard end-points
Miglioramento della 1 (Chrubasik et al., 36
mobilita nell’artrite 1997)
Riduzione
dell’'assunzione di 1 (Jacquet, et al., 2009) 81 OSN
farmaci antidolorifici
tl?ezltc))re (WOMAC ! (Chrfgg%lk etal, 36 1 (Jacquet, et al., 2009) 81 OSN
Valutazione generale
della sintomatologia 1 (Mittman, 1990) 69 OSN
(rinite)
TOTAL 12 36 2 150

* OSN: necessita di ulteriori studi; a) numero dsgldi che non hanno rilevato effetti beneficinbimero totale dei soggetti inclusi

negli studi che non hanno riportato benefici; anewo degli studi che hanno rilevato effetti berigtit numero totale dei soggetti

inclusi negli studi che hanno riportato benefici

Legenda: CRP (Proteina C Reattiva)
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5.7 Harpagophytum procumbens L.

Di questa pianta, conosciuta anche come artigliad@deolo, la droga e costituita
dalle radici secondarie o tuberi, utilizzata pesle proprieta anti-infammatorie a
livello osteo-articolare attribuibili al glicosidarpagoside. Per via orale, I'artiglio
del diavolo é stato studiato principalmente neléfogie croniche come l'artrite e
lombalgie; in quest’ambito, la ricerca in letteratie I'applicazione dei criteri di
inclusione/esclusione ha portato alla selezion® ditudi (Tabella 5.8). Un solo
studio (n=34) (Moussard et al., 1992) ha valutédfdtto della pianta (estratto
titolato al 3% di glucoiridoidi), rispetto al plaee, su biomarkers infammatori
specifici (Prostaglandina E2, Trombossano, 6-cipetstaglandina-Fd e
Leucotriene B4), non riportando significativi etfgtositivi, facendo ipotizzare un
meccanismo d’azione differente dall'inibizione delbiosintesi di prostanoidi.
Infatti, gli studi hanno evidenziato comunque un glimramento nella
sintomatologia delle patologie osteoarticolari.

In particolare, in questi studi (n=5) tutti i so¢ienclusi (n=502) hanno riportato
un effetto benefico in termini di riduzione del dad nell’osteoartrite, dolore
cronico nelle lombalgie, riduzione delluso di amifiammatori non steroidei. In
tali studi, sono state utilizzate formulazioni iapsule o compresse contenenti
estratti secchi di. procumbensil cui dosaggio giornaliero risultava compresmitr
60 e i 2610 mg (Tabella 5.9). Tuttavia, due revisisistematiche di studi clinici
randomizzati (Gagnier et al., 2006 ; Gagnier et2007), hanno riportato risultati
contrastanti tra loro in termini di effetti beneficorrelati alluso della pianta.
Nonostante la lunga tradizione d’'uso deéll'procumbenselle zone meridionali
dell’Africa nei disturbi di tipo inflammatorio, nidta evidente, come nel caso della

Matricaria recutitg, la necessita di ulteriori studi.
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Tabella 5.8- Studi relativi allHarpagophytum procumberns

Nessun beneficio Beneficio Commenti
N° studi N° N° studi N° Efficacia
participanti participanti
Biomarkers
PGE2 1 (Moussard, et al., 1992) 34 OSN*
Trombossano 1 (Moussard, et al., 1992) 34 OSN
6-keto-PGFla 1 (Moussard, et al., 1992) 34 OSN
'(‘LeT“;Z;”e”e B4 1 (Moussard, et al., 1992) 34 OSN
TOTAL 12 34 0° 0o
Hard end-points
Dolore associate ad
osteoartrite del 1 (Chantre, et al., 2000)# 122 OSN
ginocchio
Disabilita associate
ad osteoartrite del 1 (Chantre, et al., 2000)# 122 OSN
ginocchio
Dolore associate a 4 (Chrubasik S., et al.,
lombalgia cronica 1996);(Chrubasik J. E., et al., 380 S|
1999);(Chrubasik S., et al.,
2003);(Chrubasik S., et al., 2005)

Riduzione
dell'assunzione di
farmaci anti- 1 (Chantre, et al., 2000)# 122 OSN
inflammatori non
steroidei (NSAIDs)
TOTAL 0 o° 5° 502
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* OSN: necessita di ulteriori studi; a) numero dsgldi che non hanno rilevato effetti beneficinbimero totale dei soggetti inclusi

negli studi che non hanno riportato benefici; anewo degli studi che hanno rilevato effetti bernigti numero totale dei soggetti
inclusi negli studi che hanno riportato benefici

Legenda: PGE2 (Prostaglandina E2); 6-keto-P@K&-keto-prostaglandina-Fd}
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Tabella 5.9 —Preparazioni utilizzate, principi attivi e consugiornaliero utilizzati negli studi relativi alHarpagophytum procumbets

Riferimento bibliografico

Preparazione

(Chrubasik J. E., et al., 1999)

Compresse (ciascuna

Principi attivi

(Chrubasik S., et al., 1996)

contenente 200 mg di estratto|di
Harpagophytum procumbens
Compresse contenenti u

Arpagoside (17 mg/compressa)

Assunzione giornaliera

600 e 1200 mg/die

(Chrubasik S., et al., 2003)

estratto dHarpagophytum
procumbens
Capsule (400 mg cizacu

Arpagoside

6 g/die

(corrispondente a 50 mg arpagoside

(Chrubasik S., et al., 2005)

contenenti un estratto di
Harpagophytum procumbens
Capsule (400 mg cizacu

Arpagoside

60 mg arpagoside/die

(Chantre, et al., 2000)

contenenti un estratto di
Harpagophytum procumbens
Capsules contenenti

Arpagoside

60 mg arpagoside/die

(Moussard, et al., 1992)

Harpagophytum
procumbensgn polvere
(Harpadol®)
Capsule (500 mg ciascunp)

Iridoidi glicosidici total

2610 mg/die

NR=non riportato

Harpagophytum procumbeirs

contenenti

polvere

3% degli glicoiridoidi totali

2 g/die




5.8Curcumalonga L.

La curcuma deriva dai rizomi essiccati déllarcuma longa.., ed é utilizzata

principalmente per i disturbi digestivi di variataa e per le disfunzioni biliari.
La maggior parte degli studi selezionati sono sfittuati utilizzando estratti
ricchi in curcuminoidi o curcumina, che sono coesadi i principi attivi della

curcuma. Sono stati inclusi in totale nove studab@lla 5.10), nei quali la
curcuma é stata utilizzata da sola o in associazemn laBoswellia serrata

Roxb. La composizione e le formulazioni utilizzaegli studi sono descritti in
Tabella 5.11. In generale, nella maggior parte csi (n=5) sono state
utilizzate preparazioni standardizzate che ripartamche il contenuto dei
principi attivi e in un solo caso (Hamblin et &Q08) I'estratto idroalcolico. Il

dosaggio giornaliero €& piuttosto variabile, compréas i 50 e i 2000 mg/die.
Quattro studi hanno valutato l'effetto della cur@mnsui biomarkers
inflammatori e hanno evidenziato I'effetto positimella riduzione di TNF, IL-

6, ossido nitrico, LT¢e MDA. Al contrario, i valori di ESR (Erythrocyte
Sedimentation Rate) non hanno subito variaziorsaguito all’assunzione di
curcuma (Kulkarni et al., 1991).

Nei paragrafi successivi sono descritti i risultaiativi agli effetti dellaC.

longasui principali biomarkers inflammatori.

5.8.1 Malondialdeide (MDA)

L'effetto della curcuma sullMDA e stato misuratm idifferenti quadri
patologici quali 'asma bronchiale (Houssen et 2010), il diabete di tipo I
(Usharani et al., 2008) e la pancreatite cronicargBprasad et al., 2005) e
valutato pisitivamente. Nello studio di Housserakt(2010) i livelli di MDA
sono stati significativamente ridotti (179.77 nrhoprima del trattamento vs
78.96 nmol/L al termine dello studio, p < 0.001) pazienti che avevano
assunto 3 capsule/die contene@ti longa (2.2% di curcumina), rispetto al

placebo (170.36 nmol/L prima del trattamento vs B&G®I/L al termine dello
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studio). | piu elevati livelli di MDA all'inizio ddo studio sono dovuti al fatto
che nella patologia asmatica i livelli di speciattize dell'ossigeno sono
generalmente piu elevati rispetto ai soggetti saidi;si traduce in piu elevati
prodotti di perossidazione lipidica (MDA) che svoig un ruolo di attivazione
delle fosfolipasi e della proteina chinasi C. Ldudione dei livelli di MDA nel
gruppo trattato € dovuta in gran parte all'attiatidtiossidante della curcuma.
Tuttavia, occorre sottolineare che, oltre alla ooma, le capsule del gruppo
trattato contenevano anchigoswellia carterii(37.5% di acido boswellico) ed
un estratto diGlycyrrhiza glabra (6.5% glicirritina), che possono aver
contribuito all’'azione scavenger della curcumaradicali liberi.

Un effetto positivo della sola curcuma é stato tatunella patologia diabetica,
nello studio condotto da Usharani et al. (2008). dNabete di tipo I, infatti, i
livelli di MDA risultano generalmente piu elevati Gausa dell’ossidazione
proteica e della formazione di prodotti di glicamoa livello endoteliale. Nei
pazienti che avevano assunto [l'estratto di curcu(egndardizzato in
curcumina, demetossicurcumina, e bis-demetossimina) € stata evidenziata
una significativa riduzione dei livelli plasmatidi MDA (p < 0.001) rispetto al
placebo. Simili risultati sono stati riscontratilloestudio di Durgaprasad et al.
(2005), nel quale gli effetti dell&. longa (500 mg/die) sono stati valutati, in
confronto con placebo, in pazienti affetti da paatite cronica, patologia

associata ad un intenso stress ossidativo e arstddogia dolorosa.

5.8.2 Leucotriene G(LCT,)

Elevati livelli di leucotriene ¢e generalmente sono generalmente presenti nel
plasma di soggetti affetti da patologie respir&amnoniche (come I'asma), in
guanto prodotti dal metabolismo dell’acido arachido da parte di citochine
inflammatorie a loro volte prodotte durante la nfestazione della
sintomatologia patologica. Nello studio di Housseh al. (2010) una
significativa riduzione dei livelli del leucotrien€4 e stato evidenziato nel

gruppo che aveva ricevuto l'estratto di curcumab36ng/mL prima del
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trattamento vs 1.31 ng/mL al termine dello stugios 0.001). Nonostante la
pianta abbia un’elevata attivita antiossidante,agiiori hanno ipotizzato che
I'effetto benefico sia da attribuire principalmerstéa B. serrata(in particolare

all'acido boswellico), poiché in grado di interfieri con la traslocazione
dell’enzima 5-lipossigenasi, responsabile dellan@zione del leucotriene C4,

e allaG. glabra in grado di aumentare la produzione di cortisolo.

5.8.3 Ossido Nitrico (NO)

L’effetto della curcuma sui livelli di NO é stat@htato solo dallo studio di
Houssen et al. (2010). Tali livelli sono stati sigrativamente nel gruppo
trattato (50.04umol/L all'inizio del trattamento vs 30.6amol/L al termine

dello studio, p < 0.001). Secondo gli autori, teféetto e da attribuire alla
capacita della curcuma di ridurre la produziond\@ (e di conseguenza, dei
suoi radicali), grazie all'inibizione dell’espresse della NO sintasi e della

trascrizione di NF-kB.

5.8.4 Tumor Necrosis Factor-alfa (TNFe)

L’effetto sul TNFa € stato valutato in un solo studio (Usharani etl@b1),
nel quale laC. longa(estratto) e stata confrontata con l'atorvastatinella
riduzione dei parametri infiammatori associati @lbete di tipo Il. Al termine
dello studio (otto settimane), essa € risultata mderiore all’atorvastatina.
Tuttavia, gli autori hanno concluso che tale edffetteve ancora essere

verificato a lungo termine.

5.8.5 Interleuchina-6 (IL-6)

Anche questo biomarker e stato valutato solo n&ilmio di Usharani et al.

(1991), confermando quanto precedentemente osegeail TNFa.
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Per quanto riguarda gli hard-end point, un totale2%b soggetti (n=5) ha
mostrato risultati positivi (in particolare nell@wuzione del dolore, dell’edema
e nell'ulcera gastroduodenale) contro 213 (n=4) ameece non hanno
evidenziato alcun beneficio in seguito al trattatneAnche per la curcuma, é
possibile concludere che, nonostante i dati racsiino promettenti nella
riduzione dei parametri infammatori associati dduae patologie croniche
come I'asma e il diabete di tipo Il, il numero tlidi € ancora insufficiente per
supportare le sue proprieta anti-inflammatorie.tawif, potrebbe essere utile
lo sviluppo di modelli alternativin vitro o ex vivq che possano rappresentare

le condizioni fisiologiche che si verificamo vivo.
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Tabella 5.10— Studi relativi allaCurcuma longd..

Nessun beneficio Beneficio Commenti
N° studi N° N° studi N° Efficacia
participanti participanti
Biomarkers
MDA 3 (Durgaprasad, et al.,
2005);(Houssen, et al., 2010); 155 Sl
(Usharani, et al., 2008)

Leucotriene ¢ 1 (Houssen, et al., 2010) 63 OSN*
NO 1 (Houssen, et al., 2010) 63 OSN
ESR (eryth_rocyte 1 (Kulkarni, et al., 1991) 42 OSN
sedimentation rate)
TNF-a 1 (Usharani, et al., 2008) 72 OSN
IL-6 1 (Usharani, et al., 2008) 72 OSN
TOTAL 1° 42 3 155
Hard end-points
Dolore 1 (Durgaprasad, et al., 2005) 20 S
CAI (clinical index
activity) OSN
Lichen planusrale 1 (Chainani-Wu, et al., 2007) 33 OSN
El (indice. 1 (Hanai, et al., 2006) 89 OSN
endoscopico)
Dolorabilita 1 (Satoskar, 1986) 45 OSN
Edema spinale 1 (Satoskar, 1986) 45 OSN
Punteggio relative 1 (Kulkarni, et al., 1991) 42 OSN

alla disabilita
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Nessun beneficio Beneficio Commenti
N° studi N° N° studi N° Efficacia
participanti participanti

Hard end-points
Punteggio relative
alla mobilita 1 (Kulkarni, et al., 1991) 42 OSN
articolare
Ulcera duodenale 1 (Van Dau, et al., 1998) 118 NOS
Ulcera gastrica 1 (Kositchaiwat, et al., 1993) 60 OSN
TOTAL 4 213 5 256"

* OSN: necessita di ulteriori studi; a) numero dsgldi che non hanno rilevato effetti beneficiiimero totale dei soggetti inclusi

negli studi che non hanno riportato benefici; anewo degli studi che hanno rilevato effetti bernigti numero totale dei soggetti

inclusi negli studi che hanno riportato benefici

Legenda: MDA (Malondialdeide); NO (Ossido Nitric@NF-a (Tumor Necrosis Factor-alfa); IL-6 (Interleuchi@-
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Tabella 5.11— Preparazioni utilizzate, principi attivi e dosexggiornaliero utilizzati negli studi relativi alCurcuma longd..

Riferimento bibliografico Preparazione Principi attivi Dosaggio giornaliero
(Chainani-Wu, et al., 2007) curcuminoidi (95%) contenenti curcuming
Capsule contenenti estratto (70-80%), 2 o/di
) . ) . : g/die
standardizzato di curcuma demetossicurcumina, e bis-
demetossicurcumina
(Durgaprasad, et al., 2005) Capsule (contenerdcuiza
500 mg di curcumina (95%) 1500 mg/die
estratto diCurcuma longa
(Hanai, et al., 2006) Compresse contenenti . .
; curcumina 2 g/die
curcumina
(Usharani, et al., 2008) Preparazione standardizzata di curcuminoidi
Capsule NCB-02 (formulaziong C3 600 mg/die
standardizzata di curcuminoidy) (curcumina, demetossicurcumina e
bis-demetossicurcumina)
(Kositchaiwat, et al., 1993) Capsule (250 mg ciasgu
contenenti polvere di NR 250 mg/die
Curcuma longa
(Hamblin, et al., 2008) Tintura 1.|50r?gk;aséidrcuma NR 930 mg/die
(Satoskar, 1986) Capsule contenenti curcumjna auray 400 mg/day
(Van Dau, et al., 1998) Corg_presse contenenti pelver NR 2 giday
i Curcuma longa

(Houssen, et al., 2010)

Capsule contenenti estliatt
Boswellia carteriie
Curcuma longa

Acido boswellico, curcumina

450 mg acido boswellico/die;
45 mg curcumina/die

(Kulkarni, et al., 1991)

Capsule

NR

Boswellia serratal00 mg/die;
Curcuma longa50 mg/die

NR= non riportato
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5.9Boswellia serrata Roxb. Ex Colebr.

La droga di questa pianta, denominata ansékai guggal € l'oleoresina,
utilizzata anche nella medicina Ayurvedica per lagtofpgie degenerative
articolari. La ricerca bibliografica ha portatoaafielezione di sei pubblicazioni
che hanno riportato un effetto positivo deBaswellia serratasu numerosi
biomarkers quali Ossido Nitrico (NO), Malondialdei(MDA), Leucotriene ¢
(LCT,4), metalloproteinasi-3, conta eosinofilica e lieellinfiltrazione di
leucociti (Tabella 5.12); al contrario, risultatbrdrastanti sono stati osservati
per i valori di ESR (Erythrocyte Sedimentation Raenumero di leucociti. Le
preparazioni utilizzate negli studi sono elencate Tiabella 5.11 e 5.13.
Indubbiamente, diversamente da quanto abbiamo w@dseper altre piante,
negli studi sono state utilizzate perlopiu prepmmizstandardizzate per le quali
e stato indicato anche il titolo dei principi atticontenuti. Cio riveste
particolare importanza poiché consente di potdrils® una correlazione tra
assunzione della pianta ed effetto benefico olfperanettere un confronto tra i
diversi studi. Il dosaggio giornaliero utilizzatorisultato compreso tra 50 e
1050 mg/die. In linea generale quindi, il numerosdggetti che ha riportato
effetti benefici risulta essere molto piu elevaapetto al numero di coloro che
non hanno rilevato alcun beneficio (308 vs 72). pliagrafi successivi sono
riportati i risultati relativi ai singoli biomarkerinfiammatori valutati negli
studi.

5.9.1 Metalloproteinasi-3 (MMP-3)

Le metalloproteinasi (MMPSs) sono una famiglia ddepeptidasi in grado di
degradare i componenti della matrice extracellul&gse sono suddivise in
differenti classi a seconda del tipo di substratteka funzione fisiologica. Le
MMP-3, in particolare, sono coinvolte nell’attivane del plasminogeno e
della migrazione macrofagica durante i processammatori (Golias et al.,

2006). Elevati livelli di MMP-3 sono presenti, itiia in patologie croniche
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quali l'artrite reumatoide e il diabete. In letteena, solo uno studio (Sengupta
et al., 2008) ha valutato l'effetto delBoswellia serratasu tale parametro
inflammatorio in 65 pazienti affetti da osteoadritel ginocchio. In tale studio,
e stato utilizzato un estratto standardizzato dabata (5-Loxin® contenente
30% acido 3-O-acetil-11-cheto-beta boswellico) ifledenti quantita (100 mg
e 250 mg) rispetto al placebo. Al termine dellodgiue stata evidenziata,
rispetto al placebo, una riduzione dei livelli diM®-3 in entrambi i gruppi
trattati (p < 0.0001). Seppur con maggiore evidemmzaoloro che avevano
assunto il dosaggio piu elevato (926.9 ng/mL proheatrattamento vs 167.5
ng/mL al termine dello studio), suggerendo unaazioloe dell’espressione di
MMP-3 da parte dell'acido boswellico.

L'effetto della Boswellia serrata sul’MDA, ossidatrico e leucotriene C4
sono stati discussi nei paragrafi 5.8.1-5.8.3.

Per quanto riguarda gli hard end-points (in paldieoil dolore associato alle
patologie articolari), 443 soggetti hanno riportaenefici relativamente agli
contro gli 82 che non hanno, invece, mostrato migenti negli stati
fisiologici, oggetto di studio, associati all’infranazione. Tali dati sono in
accordo con quelli riportati da una revisione sistéca condotta da Ernst et al.
(2008), il quale conclude che sebbene la B. serabtasia fornito risultati
promettenti nell’area inflammatoria, essi non siaamcora del tutto

convincenti.
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Tabella 5.12— Studi relativi alla8Boswellia serratdRoxb.

Nessun beneficio Beneficio Commenti
N° studi N° N° studi N° Efficacia
participanti participanti
Biomarkers
Ilnflltraglpne 1 (Gupta, et al., 1997) 50 OSN*
eucocitica
Numero di leucociti 1 (Gupta, et al., 2001) 30 L&, et al., 1997) 50 OSN
Eosinofili 2 (Gupta, et al., 1998);(Gupta, et
al., 2001) 70 OSN
ESR (erythrocyte . 2 (Gupta, et al., 1998);(Usha and
sedirrsenﬁtation)fate) 1 (Kulkarni, et al., 1991) 42 (Gup Naidu, 2006&2)( 100 OSN
Leucotriene ¢ 1 (Houssen, et al., 2010) 63 OSN
MDA 1 (Houssen, et al., 2010) 63 OSN
NO 1 (Houssen, et al., 2010) 63 OSN
MMP-3 (Sengupta , et al., 2008) 65 OSN
TOTAL 2° 72 6° 30¢’
Hard end-points
Dolore 7 (Usha and Naidu,
2006b);(Kulkarni, et al.,
1991);(Gupta, et al.,
1997);(Sengupta, et al., 353 SI
2008);(Sengupta Krishanu, et al.,
2010);(Sontakke, et al.,
2007);(Kimmatkar, et al., 2003)
Ulcerazioni 1 (Gupta, et al., 1997) 50 OSN
Caratteristiche delle 1 (Gupta, et al., 2001) 30 OSN
evacuazioni

123




Nessun beneficio Beneficio Commenti
N° studi N° N° studi N° Efficacia
participanti participanti

Hard end-points
gr“args%?'giézﬁ‘im’; al 1 (Kulkarni, et al., 1991) 42 OSN
Punteggio relativo
alla mobilita 1 (Kulkarni, et al., 1991) 42 1 (Usha and Naidu)&#) 60 OSN
articolare
Circonferenza del 1 (Usha and Naidu, 2006b) 40 OSN
ginocchio
TOTAL 2° 82 o° 443

* OSN: necessita di ulteriori studi; a) numero dsgldi che non hanno rilevato effetti beneficiiimero totale dei soggetti inclusi

negli studi che non hanno riportato benefici; anewo degli studi che hanno rilevato effetti bernigfi numero totale dei soggetti

inclusi negli studi che hanno riportato benefici

Legenda: MDA (Malondialdeide); NO (Ossido Nitricé)MP-3 (Metalloproteinasi-3)
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Tabella 5.13— Preparazioni utilizzate, principi attivi e dosaxgiornaliero utilizzati negli studi relativi alBoswellia serrataRoxb.

Riferimento bibliografico Preparazione Principi attivi Dosaggio giornaliero
(Sengupta K., et al., 2008) 5-Loxin®: capsule coati o , A, . i
estratto di 30% Acido igﬁgmggﬂ cheto-beta 100 or 250 mg/day

Boswellia serrata

(Sengupta Krishanu, et al., 201

Capsule contenenti estratto
standardizzato ddoswellia

5-Loxin®: 30% Acido 3-O-acetil-11-cheto
beta boswellico
(AKBA). Aflapin®: estratto diBoswellia

5-Loxin®: 100 mg/day; Aflapin®: 100
mg/day.

serrata serrataarricchito con AKBA e olio non-
volatile
(Sontakke, et al., 2007) 40% acidi boswellici totali. Acidi 11-cheto-
, beta boswellici
Capsule _contenentl estr_atto (6.44%), acidi 3-O-acetil-beta boswellici
standardizzato ddoswellia 0 T . 999 mg/day
serrata (8.58 A))_, §C|d| alfa k_)osweII|C| _
(6.93%) e acidi 3-O-acetil alfa boswellic
(1.853%).
(Usha and Naidu, 2006a) Capsule contenenti estratto
standardizzato ddoswellia
serratain associazione con altfi NR 50 mg/day
ingredient vegetaliEazmov
plus)
(Usha and Naidu, 2006b) Capsule contenenti estratto
standardizzato dsoswellia
serratain associazione con altri NR 50 mg/day

ingredient vegetaliEazmov

plus)
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Riferimento bibliografico

Preparazione

Principi attivi

Dosaggio giornaliero

(Gupta, et al., 1997)

Capsule contenenti estratto i
polvere di
Boswellia serrata

Acido 11-cheto-beta boswellico (1.8% )
acido acetil 11-chetobeta
boswellico (1.4%), acido acetil-beta- e be
boswellico (2%)

n

1050 mg/day

(Gupta, et al., 1998)

Capsule contenenti estratto i

! acido acetil 11-chetobeta

Acido 11-cheto-beta boswellico (0.63%)j,

polvere di : 0 : .
Boswellia serrat€300 mg boswellico (0.70 b/oe)t,aamdo acetil-beta- ¢ 900 mg/day
ciascuna) boswellico (1.5%).
(Gupta, et al., 2001) . .| Acido 11-cheto-beta boswellico (0.63%)),
Capsule contenenti estratto in o | hetob
polvere di A I?Cl 0] acegl 11-qdeto et'?b
Boswellia serrata300 mg oswellico (0.70 b/?e)t,aau o0 acetil-beta- e 900 mg/day
ciascuna) boswellico (1.5%).
(Kimmatkar, et al., 2003) Estratto standardizzato Boswellia serrata
contenente
40% acidi boswellici totali. Principali
Capsule contenenti estratto incomponenti: acido 11-cheto-beta boswelljco
polvere di (6.44%), acido 3-O-acetil-11-cheto-betg 999 mg/day

Boswellia serrata

boswellico (2%), acidi beta-boswellici

(8.58%), acidi alpha boswellici (6.93%),
acidi 3-O-acetil-alfa boswellici

(18.51%,) acidi 3-O-acetil-beta boswelligi

1)

NR=non riportato
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5.10 Conclusioni

Lo scopo della revisione sistematica della letteeaie stato quello di valutare i
dati relativi agli effetti benefici di 10 pianteidteresse nell’area inflammatoria,
selezionate all'interno del progetto PlantLIBRA IiTdati, infatti, costituiscono un
primo passo nel fornire utili informazioni alle atta regolatorie e alle aziende
nelle decisioni o richieste riguardanti claims satici. Le principali condizioni
nelle quali le piante trattate sono utilizzate umldno I'osteoartrite, patologie
gastrointestinali (pancreatite, colite ulcerosastgi@), diabete di tipo Il e
inflammazione associata a patologie cardiovascodati epatiche. | risultati
ottenuti, seppure positivi, mostrano la necessditditdriori studi relativi allaVitis
vinifera L., Matricaria recutita L., Olea europeal., Urtica dioica L.,
Harpagophytum procumberis. e Boswellia serrataL. Roxb.. Al contrario, la
Camellia sinensid.. (in particolare il té verde), nonostante nunserstudi in
diverse aree ne riportino gli effetti benefici, neembra avere effetti positivi nel
ridurre le condizioni inflammatorie in patologieoaiche come il diabete e il
sindrome metabolica. Qualche evidenza positiva sanmivece emergere per
quanto riguarda la riduzione dello stress ossidasia per il té verde che per il te
nero. Simili osservazioni possono essere effettaathe per [€urcuma longala
quale, pur riducendo alcuni parametri infammatoan sembra apportare benefici
in termini di miglioramento della sintomatologiasasiata all’infiammazione in
patologie osteoarticolari. Oltre alla scarsita desgldi, i fattori principali che
ostacolano la valutazione degli effetti benefici n@o linsufficiente
caratterizzazione fitochimica degli estratti o dethatrice vegetale e l'elevata
eterogeneita delle posologie utilizzate negli stddoltre, le piante sono state
testate per verificare il loro effetto in differeulistretti corporei, cosa che rende
difficile il loro confronto in termini di attivitabiologica. Un altro aspetto che
occorre considerare nella valutazione dell’effétémefico e I'effetto placebo, che
spesso risulta essere indistinguibile da quello abenponenti attivi, soprattutto
quando il protocollo dello studio prevede il sokouwdi controlli positivi. Inoltre,

importante sottolineare che anche il metabolismio cdenposti attivi andrebbe
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considerato durante la stesura del disegno clieioella valutazione dei risultati,
in quanto alcuni metaboliti possono rappresentam@ortanti biomarkers di
esposizione associabili all'effetto benefico. lefinanche I'analisi statistica
dovrebbe essere considerata prioritaria nella &aiobhe della qualita scientifica
dello studio.

Dall'analisi degli studi effettuata, € possibilenctudere che sarebbe opportuno, in
vista di ulteriori studi, includere un numero pilevato di soggetti e una
popolazione maggiormente rappresentativa di quetkale, utilizzando
preparazioni erboristiche ben caratterizzate edstalizzate. Tuttavia, occorre
sottolineare la difficolta oggettiva nell’effettwaistudi nel’'uomo che utilizzino
integratori alimentari a base erboristica sia pesngo riguarda i costi sia per la
complessita nella definizione dei parametri fisgpgd. Da cio, ne deriva
limportanza della ricerca e studio di modelli aftativi che possano mimare
I'effetto biologicoin vivo consentendo di ottenere dati significativi perreaual

claims salutistici.

128



I PARTE — CARATTERIZZAZIONE FITOCHIMICA E
ATTIVITA'BIOLOGICA DI ESTRATTI DI CamelliasinensisL.

Delle dieci piante scelte all'interno del progeRtantLIBRA per lattivita anti-
inflammatoria, laCamellia sinensi&.. € la prima ad essere stata inclusa negli studi
sperimentali condotti nel Dipartimento di Scienzearrfacologiche e
Biomolecolari. Considerati i risultati contrastaaitica I'attivita anti-inflammatoria
dellaCamellia sinensi&. e la necessita di ricercare modelli alternative mimino

le condizioniin vivo, e stata studiata la capacita di differenti esteattjuosi di te
verde e nero (infusi) di inibire la trascrizioneidata da NF«B in cellule epiteliali
gastriche, valutando I'effetto del differente cont® e composizione di principi
attivi (dovuto ai processi di lavorazione del t&dee e nero) sull'attivita anti-
inflammatoria. A questo scopo, € stato inizialmegffettuato un primo screening
di valutazione del contenuto totale di polifenoéi rdifferenti estratti tramite il
saggio colorimetrico di Folin-Ciocalteu, seguito lldaquantificazione delle
catechine tramite HPLC. Il contenuto di catechinestato successivamente
correlato all’attivita biologica, ovvero all'inibiane della trascrizione guidata da
NF-kB. e all'attivita antiossidante. L'analisi quantita e stata effettuata anche
dopo la scadenza dei campioni al fine di verifidéeentuale grado di riduzione

delle catechine e la perdita dell'attivita biologic

5.11 Determinazione del contenuto di polifenoli tatli

5.11.1 Retta di calibrazione

Innanzitutto & stata costruita la retta di calimae per i successivi dosaggi
quantitativi. Le concentrazioni standard di aci@dligo sono state quindi correlate
alle letture spettrofotometriche ed integrate mei@iaegressione lineare.

Nella Tabella 5.14 sono riportate le concentrazideile soluzioni standard di
acido gallico utilizzate per I'analisi spettrofotetrica e i valori di assorbanza

corrispondenti, mentre la retta di calibrazionemtta € illustrata in Figura 5.2.
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Tabella 5.14— Concentrazioni di
acido gallico standard
utilizzate e relativaassorbanza

_ Figura 5.2 —Retta di calibrazione per il dosaggio dei
polifenoli totali

5 0,1448
5 0,1410

5 0,1431 y = 0,018x + 0,0603
10 0,2174 12 R* = 0,9002

10 0,2163

10 0,2229 - )

20 0,4755 E 0.5 +

20 0,4519 = :

20 0,4753 B oa -

25 D,5492 2 °

25 0,5526 Lz —F"

z5 0,5451 o .

40 0,7624 o 20 ) a0

20 07872 Concentrazione [uwg/ml)

40 0,7828

50 0,9450

50 0,9331

50 0,9768

Il coefficiente di correlazione, Rvicino a 1 (0,9902), indica una risposta lineare

ottimale per I'intervallo di concentrazioni considee.

5.11.2 Contenuto di polifenoli totali nei campioni

Sui campioni, allestiti come descritto nella seeidMetodi”, € stata eseguita, in
triplo, la reazione colorimetrica per la determioae del contenuto totale di
polifenoli. Effettuata la lettura dell'assorbanza atilizzando le rette di
calibrazione, sono state calcolate le concentrazion

In Tabella 5.15 e in Figura 5.3 sono riportati agtitativi medi ¢ DS), espressi in
equivalenti di acido gallico (mg GA/mL), di polifeh totali nei campioni (di
differente marchio commerciale) analizzati e ilpgdivo tempo alla scadenza

(mesi).
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Tabella 5.15 -Contenuto di polifenoli totali e mesi alla scadedeacampioni analizzati

Contenuto di polifenoli totali

RS (media + DS)
Estratto di té verde commerciale (GTE) - 451.1 +6.97
Té verde-1 (GTI-1) 8 524.38 + 6.80
Té verde-2 (GTI-2) 23 397.54 +1.32
Te verde-3 (GTI-3) 24 207.58 £ 7.53
Té verde decaffeinato-1 (GTID-1) 14 4530+ 1.41
Te verde decaffeinato-2 (GTID-2) 13 323.08 £ 6.27
Té nero-1 (BTI-1) 23 117.22 £ 0.44
Té nero-2 (BTI-2) 23 71.72 £ 0.90
Té nero decaffeinato-1 (BTID-1) 14 79.87 £ 0.60
&8 600 -~ E Polifenoli
& 500 totali (mg GA/
] g)
§ 400 Emesialla
T 300 1 scadenza
S
= 200
= -
£ 100 ” T E
£ o0
u —~ e en — ol - ™ — N
o € 23 54 g g g Camploni
= 5] 5 5 = T g g =
= R - SR g
Sg F EE 5 5 = F 2
£ £ > > o
£ 8 = =
)

Figura 5.3 —Contenuto di polifenoli totali nei campioni anakitiz
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Il saggio di Folin-Ciocalteu, utilizzato per detemare il contenuto totale di
polifenoli (TPC), e un test rapido che puo esseitzzato come primo screening
nella caratterizzazione di una vasta gamma di camngi origine naturale.

Il metodo, tuttavia, non e specifico, poiché maltimposti si comportano da
interferenti, reagendo con il reattivo e dando comsultato finale una
concentrazione apparentemente piu elevata (Pradr,2005).

Il te, oltre alle catechine, contiene numerosii albmposti fenolici come acido
gallico, quercetina e kempferolo, che contribuigc@ determinare il contenuto
totale di polifenoli. Quest’ultimo, ingenerale, uita maggiore nei te verdi; cio
potrebbe essere dovuto alla maggiore quantitatdchane e altri composti fenolici
presenti nel té non fermentato rispetto a quellméntato.

Nei campioni analizzati il contenuto di polifentdtali e risultato, come atteso, piu
elevato nei campioni di té verde rispetto a quillié nero. In particolare, per i te
verdi, il contenuto fenolico é risultato, in ordidecrescente: te verde 1 > te verde
commerciale > te verde 2 > te verde decaffeinate 2¢ verde 3 > te verde
decaffeinato 1.

Il t&é verde decaffeinato 1 presenta un contenufpotifenoli molto basso, (45.30
mg GA/g), addirittura inferiore a quello relativo & neri. Cio potrebbe essere
dovuto a diversi fattori, come l'origine, la coltixione e la lavorazione delle foglie
e il processo di decaffeinizzazione; purtroppon®imazioni sulla provenienza
dei te sono molto scarse e non e stato possibilerrdmare con esattezza le
condizioni che hanno influito sul contenuto in camenti attivi. Tra i campioni di
teé nero non e stata rilevata ampia variabilitaoihtenuto fenolico € compreso tra
71.72 e 117.22 mg GA/g.

Per quanto riguarda il tempo alla scadenza, € lptessisservare che, in linea
generale, non sembra essere presente una corngazeo data di scadenza e |l
contenuto fenolico (Figura 5.2). Infatti, se si swmlerano i campioni di té verde, il
te verde-1, pur essendo piu vicino alla scadenzané®i) rispetto agli altri
campioni, presenta un contenuto fenolico piu eev&tmilmente, il campione di
te verde decaffeinato 2 (tempo alla scadenza = &8i)npresenta un contenuto

fenolico maggiore rispetto al te verde 3 (tempa altadenza = 24 mesi). Per
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guanto riguarda i te neri, data la minore numeaodéi campioni, risulta difficile
stabilire la presenza di una correlazione tra e in polifenoli totali e il
tempo alla scadenza,; tuttavia, si puo osservarél ¢denero 1 presenta un tempo
alla scadenza e un contenuto fenolico maggioren(23i e 117.22 mg GA/g,
rispettivamente) rispetto al teé nero decaffeinatgill vicino alla scadenza (14
mesi) e con un contenuto di polifenoli inferior®.@7 mg GA/g). Il te nero 1 e |l
tée nero 2 presentano, invece, un quantitativo femomolto differente pur
mancando, per entrambi, 23 mesi alla scadenza. tiQdes sottolineano,
nuovamente, linfluenza dei fattori legati alla tbedzione, raccolta e
conservazione sulla qualita delle foglie di parteng, di conseguenza, sul

contenuto di principi attivi.

5.12 Analisi cromatografica

5.12.1 Messa a punto e dati di validazione del meto in HPLC

Separazione cromatografica ed idoneita del sistema

Per l'analisi cromatografica, come riportato nepitalo “Metodi”, sono stati
utilizzati due gradienti diversi, uno per i té viefdradiente 1) e uno per i té neri
(gradiente 2).

| te neri, infatti, presentano un rapporto segulE@airbo minore rispetto ai te
verdi, contenendo delle sostanze che interferisamrole catechine; per questo
motivo & stato da noi messo a punto un gradienie goiatto, in modo da
ottimizzare la separazione e l'identificazione piechi.

Nelle Figure 5.4 e 5.5 sono illustrati i cromatognai relativi all'iniezione di un
campione di té nero, rispettivamente con l'utiliziel gradiente 1 e del gradiente
2.
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Figura 5.5 - Cromatogramma relativo all'iniezione di un campgodi estratto di t& nero ottenuto con il

gradiente 2

134



Come si evidenzia dai cromatogrammi, tramite Fztib del gradiente 2 e stato
possibile migliorare la separazione e identificaeialelle sostanze oggetto del
nostro studio.

Per costruire le rette di calibrazione sono statettate le soluzioni standard in
triplo. A titolo rappresentativo, sono riportati cromatogrammi relativi
all'iniezione di una soluzione standard con con@abne pari a 10Qug/mL,
ottenuti con il gradiente 1 e 2, rispettivamentigiFe 5.6-5.7).

Nelle Tabelle 5.16 e 5.17 sono riportati a confoontempi di ritenzione (J a

seconda del gradiente impiegato per I'analisi.

Tab. 5.16 —Tempi di ritenzione degli Tab. 5.17 —Tempi di ritenzione degli
standard ottenuti con il gradiente 1 standard ottenuti con il gradiente 2
| Campioni [ T, (min) | Campioni T, (min)
Caffeina 10,3 Caffeina 13,1
Epicatechina 15,2 Epicatechina 18,1
Epigallocatechina-3- 18,1 Epigallocatechina-3- 21,2
gallato gallato
Epicatechina gallato 23,2 Epicatechina gallato 30,9
1 CAFFEINA
BOE i ECG
1T
. EGCG
— ec |
o] EoE ] By L S

Figura 5.6 —Cromatogramma relativo all'iniezione di una misagilatandard (10Qg/mL ciascuno)
ottenuto con il gradiente 1
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Figura 5.7 —Cromatogramma relativo all'iniezione di una miscgilatandard

(100ug/mL ciascuno) ottenuto con il gradiente 2

Il sistema cromatografico € stato giornalmente ficatio applicando un test di

idoneita i cui risultati sono riportati in Tabebal8.

Tabella 5.18— Risultati del test di idonieta ottenuti durantnllisi di campioni di té verde (media di 3
determinazioni)

. N. di piatti
@ @ .
Analita ottt < a Fattoredi teorici (N)
: : . simmetria
(mediazDS) (mediazDS) (mediatDS) (media+DS)
CAF 10.30 £ 0.01 6.2 1.12 1.098 112002
EGCG 18.34 £ 0.15 10.6 1.16 1.502 110009
EC 15.97 £ 0.02 9.8 1.14 1.109 126094
ECG 24.40 +0.03 15.2 1.03 1.193 211728

W Fattore di ritenzione (K) = (F To)/to dove T, e t,sono rispettivamente il tempo di ritenzione dei
componenti del campione e del solvente.

@ Fattore di separazione) = (T, — To)/(T\1-To), dove T, e T,; sono i tempi di ritenzione di due picchi

vicini.
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Dai dati riportati in Tabella 5.18 si osserva ch&stema cromatografico utilizzato
e risultato idoneo per la separazione e quantiibcez degli analiti di interesse.
Infatti, i picchi cromatografici presentano un’ed¢a riproducibilitd nei tempi di
ritenzione (CV% compreso tra 0.23 e 0.82%), ildiatdi ritenzione (K) risulta
elevato, (compreso tra 9.8 e 10.6), indicando uisiankza ideale tra picco
cromatografico relativo al solvente e quello deldfta; inoltre, la risoluzione di
due picchi adiacenti e il fattore di simmetria awciad 1 ed il numero di piatti
teorici maggiore di 2840 sono in accordo con lediguida dellFDA e con i dati
di letteratura (FDA, 2001; Burana-osot e Yanpai2ai,2).

Sensibilita
| dati relativi alla sensibilita del metodo sonpaitati nelle Tabelle 5.19 e 5.20.
Per tutte le catechine sono stati calcolati i Lirdit Determinazione (LOD) e i

Limiti di Quantificazione (LOQ) utilizzando entramigradienti.

Tabella 5.19 -LOD degli analiti ottenuti tramite gradiente 1 e 2

Analita Gradiente 1 Gradiente 2
CAFFEINA 0.60ug/mL 0.60pg/mL
EC 0.10pug/ml 0.08ug/ml
EGCG 0.08ug/ml 0.07ug/ml
ECG 0.03pg/ml 0.03ug/ml
Tabella 5.20 -LOQ degli analiti ottenuti tramite gradiente 1 e 2

Analita Gradiente 1 Gradiente 2
CAFFEINA 2.00pg/mL 2.00ug/mL
EC 0.34pg/ml 0.26ug/ml
EGCG 0.26pg/ml 0.24ug/ml
ECG 0.11pg/ml 0.09ug/ml
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Il Limite di Determinazione (LOD) é risultato cong®o, per le catechine, tra 0.03
e 0.10pg/mL per il gradiente 1 e tra 0.03 e 0j0@mL per il gradiente 2, mentre
per la caffeina e risultato pari a Qu§/mL per entrambi i gradientiTali range sono
considerati accettabili in accordo con le lineedguilel’FDA (FDA, 2001) e con i
dati di letteratura. Infatti, sono riportati valadi LOD compresi tra 0.005 e 3
pug/mL in analisi di matrici simili (té in foglie) €he prevedono l'utilizzo del
medesimo sistema cromatografico (Hu et al., 2008addukwu et al., 2010;
Burana-osot e Yanpaisan, 2012). Per quanto riguatdaite di Quantificazione
(LOQ), esso e risultato compreso, per le catechiae).11 e 0.34ug/mL per il
gradiente 1 e tra 0.09 e 0.@6/mL, in accordo con quanto riportato in letteratur
ovvero un range compreso tra 0.1e sgdmL (Hu et al., 2008; Unachukwu et al.,
2010). Per la caffeina, il LOQ é risultato pari.@@ug/mL per entrami i gradienti,

comparabile a quello riscontrato in letteraturaréBa-osot e Yanpaisan, 2012).

Recupero

In Tabella 5.21 sono riportati i risultati analitaegli standard a 3 concentrazioni
estratti rispetto agli standard puri. Le medie r@euperi percentuali sono risultate
99.07+4.18 per la caffeina, 93.50+10.62 per EGCE6.14+8.73 per ECG e
99.80+4.91.

Tabella 5.21 -Recuperi percentuali degli analiti effettuati achicentrazioni

Concentrazione Recupero Recupero Recupero Recupero
(/D) CAF (%) EC (%) ECG (%) EGCG (%)
m . .
H9 (media+DS) (media+DS) (mediatDS) (mediatDS)
LOQ 98.43+4.55 96.01+5.61 102.22+5.38 90.51+1.83
10 103.53+1.98 105.35+2.00 100.07+3.12 84.70+1.11
65 95.24+1.76 98.05+2.77 86.14+3.35 105.29+2.28
Media+DS 99.07+4.18 99.80+4.91 96.14 +8.73 93.50820
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| test di recupero sono stati eseguiti confrontaindsultati analitici di campioni a
tre concentrazioni diverse (comprendente il LO(@ ooncentrazione media e una
alta, scelte sulla base delle quantita di catecpiesenti nei campioni), estratti in
triplicato, rispetto ai valori dello standard nostratto. Il recupero percentuale e
risultato compreso tra I'80 e il 115%, in accordmde linee guida dellFDA e
dellAOAC (FDA, 2001; AOAC, 2002).
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Linearita

In seguito all'iniezione delle soluzioni standareklizzate sia con il gradiente 1 sia

con il gradiente 2, sono state costruite le rettabbrazione per ciascuno standard
(caffeina, EC, EGCG, ECG) nellintervallo di contexzioni tra il LOQ e 100

ug/mL. Ogni punto della retta € il risultato dell@adm di tre iniezioni.

Rette di calibrazione ottenute con l'utilizzo dehdiente 1

» Caffeina

Nella Tabella 5.22 sono elencate le concentrazamiie soluzioni di caffeina

iniettate e le aree del picco corrispondente, neclatretta di calibrazione ottenuta

e illustrata nella Figura 5.8.

CONCENTRAZIONE
(ng/mL) AREA PICCO

2 103674
4 196943
8 393995

125 567999

25 1105747
50 2223477

100 4425145

Tabella 5.22 - Concentrazioni di
caffeina standard iniettate e relativa area
del picco cromatografico
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Figura 5.8 — Retta di calibrazione per il
dosaggio della caffeina nell'intervallo 2-100
pa/mL (gradiente 1)

Il coefficiente di correlazione Rvicino a 1 (0.99995) indica una risposta lineare

ottimale per I'intervallo di concentrazioni considee.

» Epicatechina (EC)

Nella Tabella 5.23 sono elencate le concentrazdehe soluzioni di EC iniettate e

le aree del picco corrispondente, mentre la rettalibrazione ottenuta e illustrata

nella Figura 5.9.

Tabella 5.23 -Concentrazioni di
EC standard iniettate e relative

P area del picco cromatografico

CONCENTRAZIONE |AREA [CONCENTRAZIONE | AREA
(ng/mL) PICCO (ug/mL) PICCO
0,34 2346 20 13828
2 18325 45 359655
5 36841 65 476564
75 59844 85 690762
10 85477 100 842298
12,5 95776
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Figura 5.9: retta di calibrazione
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Il coefficiente di correlazione Rvicino a 1 (0,9955), indica una risposta lineare

ottimale per I'intervallo di concentrazioni considee.

> Epigallocatechina gallato (EGCG)

Nella Tabella 5.24 sono elencate le concentrazdaeiie soluzioni di EGCG

iniettate e le aree del picco corrispondente, necatretta di calibrazione ottenuta

e illustrata nella Figura 5.10.

CONCENTRAZIONE | AREA | CONCENTRAZIONE AREA .

(ugmb) |PICCOJ (ug/m) PICCO | 5CG standard metiate o relative
0,26 2880 20 237785 area del picco cromatografico

2 27864 45 768493

5 57493 65 980297

7,5 92685 85 1505428

10 137574 100 1697536

12,5 17149%
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Figura 5.10: retta di calibrazione
EGCG relativa alle concentrazioni
tra 0.26 pyg/mL e 100 pg/mL
(gradiente 1).

Il coefficiente di correlazione Rvicino a 1 (0,9936), indica una risposta lineare

ottimale per I'intervallo di concentrazioni considee.

> Epicatechina gallato (ECG)

Nella Tabella 5.25 sono elencate le concentrazleti¢ soluzioni di ECG iniettate

e le aree del picco corrispondente, mentre la réittaalibrazione ottenuta é

illustrata nella Figura 5.11.

CONCENTRAZIONE | AREA | CONCENTRAZIONE AREA
(ng/mL) PICCO (ng/mL) PICCO Tabella 5.25 - Concentrazioni
di ECG standard iniettate e
0,11 1576 20 383440 relative area del picco
cromatografico
2 37912 45 900045
5 108447 65 1663783
7,5 139846 85 2032024
10 189380 100 2542922
12,5 221841
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3000000 Figura 5.11: retta di calibrazione ECG
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2500000 y = 25231x - 60619 o pg/mL e 100ug/mL (gradiente 1).
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Il coefficiente di correlazione Rvicino a 1 (0,9929), indica una risposta lineare

ottimale per I'intervallo di concentrazioni considee.

Rette di calibrazione ottenute con l'utilizzo dehdiente 2

» Caffeina
Nella Tabella 5.26 sono elencate le concentrazamiie soluzioni di caffeina

iniettate e le aree del picco corrispondente, neclatretta di calibrazione ottenuta

e illustrata nella Figura 5.12.
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CONCENTRAZIONE
(ug/mL) AREA PICCO
Tabella 5.26 —Concentrazioni di caffeina
2 117436 standard iniettate e relativa area del picco
cromatografico
4 236079
8 482070
12,5 781194
25 1157597
50 2937176
100 5850616
7000000 Figura 5.12 —Retta di calibrazione per il
dosaggio della caffeina nell'intervallo 2-
6000000 100ug/mL (gradiente 2)
y = 58538x - 33320
R? = 0,9966 /

5000000 /
4000000

m /

0

1 9

< 3000000 /
2000000 /

1000000 / *

0 ‘ ' ' ‘ ‘
0 20 40 60 80 100 120

Concentrazione pug/mL

Il coefficiente di correlazione Rvicino a 1 (0,9966), indica una risposta lineare

ottimale per I'intervallo di concentrazioni considee.
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» Epicatechina (EC)

Nella Tabella 5.27 sono elencate le concentrazletié soluzioni di EC iniettate e

le aree del picco corrispondente, mentre la rettaltbrazione ottenuta e illustrata

nella Figure 5.13.

e

Area

400000 /
200000

0 T

20

-200000 -

40

60 80 100

Concentrazione (ug/mL)

120

CONCENTRAZIONE| AREA | CONCENTRAZIONE AREA Tabella 5.27 - Concentrazioni
(hg/mL) PICCO (hg/mL) PICCO di EC standard iniettate e
0.26 2353 20 147508 relative area del piCCO
’ cromatografico
2 13814 45 391886
5 43470 65 597814
7,5 57586 85 802523
10 83229 100 922736
12,5 95650
1000000 1 Figura 5.13: retta di calibrazione
V=:?;9_1'(;5;9'81536°7 EC relativa alle concentrazioni tra
800000 — 0.26 ug/mL e 100ug/mL (gradiente
2).
600000

Il coefficiente di correlazione Rvicino a 1 (0,9985), indica una risposta lineare

ottimale per I'intervallo di concentrazioni considee.
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> Epigallocatechina gallato (EGCG)

Nella Tabella 5.28 sono elencate le concentrazawmiie soluzioni di EGCG

iniettate e le aree del picco corrispondente, neclatretta di calibrazione ottenuta

e illustrata nella Figura 5.14.

CONCENTRAZIONE| AREA | CONCENTRAZIONE AREA

(hg/mL) PICCO (ng/mL) PICCO Tabella 5.28 - Concentrazioni

024 1886 20 302601 di E_GCG standard |n|etta_te e
relative area del picco

2 20372 45 837192 cromatografico
5 60382 65 1131811
7,5 104454 85 1691275
10 146579 100 1969906
12,5 180484

2500000 1

Figura 5.14: retta di calibrazione
EGCG relativa alle concentrazioni
tra 0.24 pg/mL e 100 pg/mL
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Il coefficiente di correlazione Rvicino a 1 (0,9958), indica una risposta lineare

ottimale per I'intervallo di concentrazioni considee.
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> Epicatechina gallato (ECG)

Nella Tabella 5.29 sono elencate le concentrazlete soluzioni di ECG iniettate

e le aree del picco corrispondente, mentre la réttgalibrazione ottenuta e

illustrata nella Figura 5.15.

Concentrazione (ug/mL)

CONCENTRAZIONE | AREA | CONCENTRAZIONE AREA
(Mg/mL) PICCO (ng/mL) PICCO Tabella 5.29 - Concentrazioni
di ECG standard iniettate e
0,09 1892 20 407490 relative  area del picco
tografi
2 44420 45 1156287 ~ Cromatograiico
5 125507 65 1815218
7,5 196629 85 2221825
10 262239 100 2852825
12,5 320239
3000000 - Figura 5.15: retta di calibrazione
y= :?2_2;’;;25:955 4 ECG relativa alle concentrazioni tra
2500000 - / 0.09ug/mL e 100ug/mL (gradiente
/ 2).
2000000 /
1500000
¢ 1000000
< ,/”’/’
500000 “
O T T T T T 1
20 40 60 80 100 120
-500000 -
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Il coefficiente di correlazione Rvicino a 1 (0,9928), indica una risposta lineare

ottimale per I'intervallo di concentrazioni considee.

5.12.2 Analisi dei campioni

| campioni, allestiti come descritto nella sezidiMetodi”, sono stati iniettati
tramite autocampionatore (20L) in HPLC e in seguito, dai cromatogrammi
ottenuti, sono state ricavate le aree. Ogni cangpirstato iniettato tre volte. Il
valore delle aree é stato successivamente utilizpet la determinazione della
concentrazione di caffeina e catechine, attraviersette di calibrazione.

Di seguito sono riportati i cromatogrammi relataricampioni analizzati (Figure
5.16-5.24).

] caffeina EGLG
300000
= 200000 J
= ]
£
Z
5 _
= 100000 - o
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Figura 5.16 —Cromatogramma relativo all'estratto commercialéedierde (GTE)

In Figura 5.16 é riportato il cromatogramma relatigll’'estratto di te verde
commerciale (GTE), nel quale e possibile osserchie la caffeina e 'EGCG
rappresentano gli analiti presenti in maggiore ¢jt@rseguiti dallECG e dallEC.
Le aree dei picchi relativi alla caffeina, EC, EGE® ECG sono state elaborate
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mediante regressione lineare ottenendo cosi le ecdrazioni relative nel
campione. | quantitativi degli analiti ricercatirgorisultati: 71.95 5.10 mg/g per
la caffeina, 88.53 5.54 mg/g per 'EGCG, 27.22 1.40 mg/g per 'ECG e 17.95

+1.17 mg/g per 'EC. Il quantitativo totale di eahine e risultato pari a 133.%1
8.10.
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Figura 5.17 —Cromatogramma relativo all'estratto di té verdésT-1)

In Figura 5.17 é riportato il cromatogramma relatall’estratto di té verde 1 (GT-
1). Si puo subito notare, come nel caso dell'gstrdit te verde commerciale, che
'EGCG é l'analita che presenta un picco con aregygiore, seguito da quello
relativo alla caffeina, al’lECG e allEC. Le areeidicchi relativi alla caffeina,
EC, EGCG ed ECG sono state elaborate mediantessgne lineare ottenendo
cosi le concentrazioni relative nel campione. Imquativi degli analiti ricercati
sono risultati: 29.3% 0.77 mg/g per la caffeina, 56.345.59 mg/g per 'TEGCG,
20.48+ 1.06 mg/g per 'ECG e 9.44.0.41 mg/g per 'EC. Il quantitativo totale di
catechine e risultato pari a 86.836.91, circa la meta rispetto al quantitativo

riscontrato nell’estratto commerciale.

150



300000 caffgina
1 EGCG
— 200000
=
Z ]
2
w
a i
= 100000 -
i ECG
] E
—r o~ r. 1+~ r 11+ r r Tt [ T T T T T 11
0,0 10,0 20.0 30,0 40,0

Retention Time [min]

Figura 5.18 —Cromatogramma relativo all'estratto di té verd&sa(-2)

In Figura 5.18 e riportato il cromatogramma relatiall’estratto di te verde 2
(GTI-2). Anche in guesto caso, € possibile osserviie 'EGCG risulta essere
I'analita piu abbondante, seppur non differiscanigativamente, dal punto di
vista visivo, dalla caffeina. Anche 'EC e 'ECGgsentano picchi con altezza
molto simile. Infatti, | quantitativi degli analiticercati, ottenuti tramite utilizzo
della regressione lineare sono risultati: 336203 mg/g per la caffeina, 38.%7
3.72 mg/g per 'EGCG, 7.68 0.65 mg/g per 'ECG e 6.0b0.47 mg/g per 'EC.
[l quantitativo totale di catechine é risultatoipb2.45+ 4.77. | valori di ECG, in

particolare, risultano particolarmente bassi sdrootati con gli altri campioni di
te verde.
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Figura 5.19 —Cromatogramma relativo all'estratto di té verde GTI

In Figura 5.19 é riportato il cromatogramma relatal té verde 3 (GTI-3). Come e
possibile osservare, a differenza degli altri tedvia caffeina rappresenta I'analita
che presenta il picco cromatografico con area nmaggseguito dallEGCG, ECG
ed EC. Tali osservazioni sono state confermatee dedincentrazioni ottenute
tramite I'elaborazione delle aree dei picchi crovgaafici mediante regressione
lineare; infatti, la caffeina é risultata I'analpéi abbondante (47.57 0.39 mg/g)

seguita dallEGCG (42.6% 4.12 mg/g) e dallECG (14.2% 0.13 mg/g), I

quantitativo totale di catechine é risultato paBiBa25+ 4.20.
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Figura 5.20 —Cromatogramma relativo all'estratto di té verdeatfsinato 1 (GTID-1)

In Figura 5.20 e riportato il cromatogramma relatad te verde decaffeinato 1
(GTID-1). E’possibile osservare, rispetto agli iatiampioni di té verde, lo scarso
contenuto di catechine deducibile dalla ridottezda dei picchi cromatografici
corrispondenti. Tali osservazioni sono state conéte dalle concentrazioni
ottenute tramite I'elaborazione delle aree dei piccromatografici mediante

regressione lineare; infatti, 'TEGCG é risultatai@a6.79+ 0.07 mg/g, 'EC a 0.62

+ 0.004 mg/g e allECG 0.94 0.06 mg/g. La caffeina, come atteso, € risultata n

determinabile, ovvero inferiore al Limite di Detanmazione (LOD) (0.6Qug/mL).
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Figura 5.21 —Cromatogramma relativo all'estratto di té verdeaffsinato GTID-2

In Figura 5.21 é riportato il cromatogramma relatad té verde decaffeinato 2
(GTID-2). Come atteso, essendo un té decaffeitatraffeina non risulta visibile;
'EGCG e la catechina che presenta un picco coa @sgggiore, seguita dallECG
e dallEC. Tali osservazioni sono state confernddble concentrazioni ottenute
tramite I'elaborazione delle aree dei picchi crovgaafici mediante regressione
lineare; infatti, la caffeina e risultata non deterabile, ovvero inferiore al LOD
(0.60 pg/mL ). LEGCG e risultata la catechina piu abbondafté.54 + 5.57
mg/g) seguita dal’EC (10.03& 0.47 mg/g) e dallECG (18.32 0.03 mg/qg), Il
quantitativo totale di catechine e risultato par8®96+ 5.96, circa otto volte

maggiore rispetto al té verde decaffeinato 1.
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Figura 5.22 —Cromatogramma relativo all’estratto di té nero BTI-

In Figura 5.22 é riportato il cromatogramma relatal té nero 1 (BTI-1). Rispetto ai
campioni di te verde, si puo subito notare sub#donitinor altezza dei picchi
cromatografici relativi alle catechine; il picco lidecaffeina, invece, non sembra
essere significativamente differente rispetto angi@ni di té verde. | quantitativi
degli analiti, ottenuti tramite regressione lingaseno infatti risultati pari a 46.38
1.17 mg/g per la caffeina, 7.47 0.55 mg/g per lTEGCG e 4.74 0.43 mg/g per
'ECG. L’EC é invece risultata non determinabileyvero inferiore al valore del
Limite di Determinazione (LOD) (0.1Qg/mL). Il quantitativo totale di catechine &

risultato pari a 12.2% 0.98 mg/g.
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Figura 5.23 —Cromatogramma relativo all'estratto di té nero BTI-

In Figura 5.23 e riportato il cromatogramma relatal teé nero 2 (BTI-2). Rispetto ai
campioni di te verde, si pudo subito notare sub#onitinor altezza dei picchi
cromatografici relativi alle catechine; il picco lidecaffeina, invece, non sembra
essere significativamente differente rispetto angi@ani di té verde. | quantitativi
degli analiti, ottenuti tramite regressione lingaseno infatti risultati pari a 46.78
2.34 mg/g per la caffeina, 2.6 0.16 mg/g per 'EGCG e 1.85 0.04 mg/g per
'ECG. L’EC € invece risultata non determinabilejvero inferiore al valore del
Limite di Determinazione (LOD) (0.1Qg/mL). Il quantitativo totale di catechine e
risultato pari a 4.6 0.19 mg/g. Se confrontato con il t& nero 1, i quativi di
caffeina sono risultati molto simili tra loro, meatquelli di catechine sono circa tre
volte inferiori, sebbene i due te abbiano la medasilata di scadenza. Cio sottolinea
ancora una volta l'influenza dei fattori legatisatjualita e alle tecniche di lavorazione
delle foglie di partenza.
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Figura 5.24 —Cromatogramma relativo all'estratto di té nero diedaato BTID-1

In Figura 5.24 e riportato il cromatogramma relat@l té nero decaffeinato 1
(BTID-1). | picchi cromatografici relativi alle cathine appaiono molto simili a
quelli riscontrati nel te nero 2 (BTI-2). Invecante atteso, il picco relativo alla
caffeina non risulta visibile trattandosi di unréro decaffeinato. | quantitativi
degli analiti, ottenuti tramite regressione lineaeno infatti risultati molto simili
a quelli ottenuti per il té nero 2, ovvero: 2.8%.27 mg/g per lTEGCG e 1.4
0.16 mg/g per I'ECG. L’EC, come per gli altri té rReé risultata non
determinabile, ovvero inferiore al valore del Lienitli Determinazione (LOD)
(0.10pg/mL) cosi come la caffeina (inferiore al LOD, 0y6§mL). Il quantitativo

totale di catechine é risultato pari a 4456.16 mg/g.

In Tabella 5.30 sono riportati i dati riassuntivlativi ai quantitativi delle

catechine totali e delle singole catechine percaagsampione.
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Tabella 5.30 —-Tabella riassuntiva del contenuto (mg/g) di cateehotali e delle singole catechine nei

Contenuto di

campioni analizzati

EGCG

Campione catechine totali (mg/g) ECG (mg/g) EC (mg/g) CAF (mg/qg)
mglg (me dig J DS) (media + DS) (media +DS) | (media £ DS)
(media = DS) =
GTE 133.71 £8.10 88.53+5.54 27.22 +1.40 17.95+1.17 71.95+5.10
GTI-1 86.03 + 6.91 56.14 + 5.59 20.48 +1.06 9.41+0.41 29.39 + 0.77
GTI-2 52.45 + 4.77 38.77 £3.72 7.63 £ 0.65 6.05 + 0.47 33.62 +3.03
GTI-3 68.25 + 4.20 42.65 +4.12 14.25+0.13 11.35+0.04 47.57 £ 0.39
GTID-1 8.35+0.05 6.79 £ 0.07 0.94 + 0.06 0.62 + 0.004 N.D.**
GTID-2 85.96 + 5.96 57.54 + 5.57 18.39+£0.03 10.03 £ 0.47 N.D.**
BTI-1 12.21 £ 0.98 7.47 £ 0.55 4,74 £ 0.43 N.D.* 46.33+1.17
BTI-2 4.61 +0.19 2.76 £0.16 1.85+0.04 N.D.* 46.73 £ 2.34
BTID-1 4.56 + 0.16 2.85+0.27 1.71+£0.16 N.D.* N.D.**

*N.D. = Non determinabile (inferiore al LOD, 0.1@/mL)

**N.D. = Non determinabile (inferiore al LOD, 0.§®/mL)

Come € possibile osservare in Tabella 5.30 e dahatogrammi sopra riportati, gli

estratti di té verde contengono, in linea genemabemaggior contenuto di catechine
rispetto a quelli di té nero (in media 60.2 vs /g, rispettivamente), mentre |l

contenuto di caffeina non € significativamenteeatiéhte nelle due tipologie di te (ad
esclusione dei te decaffeinati). Cio e ascrivilmlegran parte al fatto che durante la
lavorazione del té verde, a differenza di quelletélenero, non avviene il processo di
fermentazione che porta alla liberazione dell'eripolifenolo ossidasi (presente
nella parte piu superficiale della foglia), respaivite dell’ossidazione delle catechine

(Subramanian et al., 1999). A cio indubbiamentaggiungono altri fattori come
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I'origine geografica, la stagione di raccolta détiglie e la qualita di quest’ultime, nel
determinare i livelli di catechine ed altri polifdnnel prodotto finale. LEGCG ¢ la
catechina presente in maggiore quantita in tut@mpioni analizzati, mentre 'EC
guella meno rappresentata; nei campioni di té nerparticolare, essa € risultata non
determinabile, ovvero inferiore al Limite di Detenazione (LOD) di 0.1Qug/mL. Il
campione decaffeinato GTID-1, pur essendo verdesemta, un quantitativo di
catechine inferiore dalle 6 e le 10 volte rispeitydi altri campioni di te verde. E’stato
ipotizzato che in parte ci0 possa essere dovutmeibdo usato per rimuovere la
caffeina, il quale, soprattutto se basato suliz#d di solventi organici, puo
significativamente ridurre il contenuto fenolicoi@ et al., 2008). Il contenuto di
caffeina e risultato compreso tra 29.4 e 47.6 nmgigcampioni di té verde e nero e,
come atteso, non determinabile nei campioni deiceffie ovvero inferiore al Limite
di Determinazione (LOD) di 0.6Qug/mL. Il contenuto piu elevato di catechine e
caffeina e stato riscontrato nell’estratto di tédeecommerciale, seguito dal GTI-1 e
GTID-2.
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5.13 Attivita biologica

L'attivita anti-inflammatoria degli estratti a lille gastrico e stata valutata in cellule
AGS umane stimolate con TNF. Alcuni studi hannmnigto un effetto positivo di
estratti acquosi o idroalcolici di te verde o nsufl’infiammazione gastrica (Gutierrez-
Orozeo et al., 2010), sul danno alla mucosa gastridotto da etanolo (Lee et al.,
2005) e sull'inibizione della crescita delelicobacter pyloriin vitro ed in vivo
(Ruggiero et al., 2007; Stoicov et al., 2009). duvt, ad oggi, nessuno studio é stato
ancora effettuato utilizzando gli infusi, che raggentano la principale e piu diffusa
modalita di consumo di té verde e nero. Prima thtefare i saggi biologici e stata

valutata la citotossicita degli estratti e delleggile catechine sulle cellule AGS.
5.13.1 Saggi di citotossicita

L'effetto esercitato dagli estratti di té sullaalita cellulare é stato valutato attraverso la
quantificazione dell’attivita della succinato deigenasi mitocondriale (test del’MTT)
e attraverso il test del Trypan blue. | risultatiqgdesti esperimenti hanno evidenziato
che né gli estratti né i singoli analiti (caffeimacatechine) hanno causato effetti
citotossici sulle cellule AGS nell'intervallo di roentrazioni utilizzato (0.1 — 25

pg/mL per gli estratti e 0.1-40M per i singoli composti).

5.13.2 Effetto delle citochine pro-inflammatorie slia trascrizione mediata da

NF-kB in cellule gastriche umane (AGS)

Al fine di valutare l'effetto di alcune citochinerginfiammatorie sulla trascrizione
mediata da NF-kB nella linea cellulare AGS, soradi stondotti i time-course a 3, 6, 24
e 30 ore, utilizzando diverse citochine (TNF, I'll3; I'IlL-6, I'lL-21 e I'IL-8) alla
concentrazione di 10 ng/mL, concentrazione cheit&ne raggiungibile a livello
gastrico durante il processo inflammatori@ trascrizione mediata da NF-kB € stata
valutata quantificando, tramite luminometro, laité luciferasica in cellule AGS
precedentemente sottoposte ad una procedura thzi@se transiente, come descritto
nel capitolo “Metodi”. | risultati di questi esperenti sono riportati nelle figure 5.25-
5.26.
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Figura 5.25 - Effetto del TNF (10 ng/mL) e dell'ILfi (10 ng/mL) sulla trascrizione mediata da NF-kBenel
cellule AGS. L'analisi € stata effettuata mediafitesaggio della luciferasi ed i dati sono espréessi

percentuale rispetto al controllo, a cui & stasegrato arbitrariamente il valore del 100%.
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Figura 5.26 -Effetto dell'IL-6, dell'IL-8 e dell'lL-21 (10 ng/mLe 25 ng/mL) sulla trascrizione mediata da

NF-kB nelle cellule AGS. L'analisi € stata effettmanediante il saggio della luciferasi ed i datic@spressi

in percentuale rispetto al controllo, a cui € stsegnato arbitrariamente il valore del 100%.
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Dai grafici riportati nelle Figure 5.25-5.26 si denzia che solo il TNF e I'lL{3
sono in grado di stimolare la trascrizione medd&taNF-kB nelle cellule AGS; tale
stimolazione si osserva gia dopo 3 ore dall'inide trattamento (con un aumento
della trascrizione di circa 3 volte rispetto al tofto) e, sia per il TNF che per I'lL-
103, I'effetto massimale si manifesta dopo 6 ore dittimento (aumento di 5.6 volte
per il TNF; aumento di 7.2 volte per I'ILB). Trascorso tale tempo, l'effetto
stimolatorio indotto dal TNF decresce sensibilmentntre quello indotto dall’lL-
1B rimane relativamente costante sino alle 30 oresgim@o tempo valutato). L'IL-6,
'IL-21 e I'IL-8, invece, non si sono rivelate inrado di stimolare la trascrizione
mediata da NF-kB nel modello cellulare di epitejastrico da noi utilizzato, anche
quando queste citochine erano utilizzate a conaeiomi piu elevate (25 ng/mL);
pertanto, tutti gli esperimenti successivi sonoti st@ndotti utilizzando come

stimolo inflammatorio il TNF alla concentrazioneldl ng/mL per 6 ore.

5.13.3 Effetto degli estratti acquosi di te verde pero sulla trascrizione mediata
da NFKB in cellule AGS stimolate con TNF

Al fine di valutare il potenziale effetto antinfimmatorio degli estratti di te verde e
nero, abbiamo saggiato la capacita di tali compaostlinibire la trascrizione
mediata da NF-kB in cellule AGS sottoposte a stomoifiammatorio (TNF).
Attraverso il saggio dell'attivita luciferasica éa® percio valutato se gli estratti
fossero in grado di ridurre I'espressione NF-kBetigente del gene reporter

utilizzato. | risultati sono riportati nelle Figube27-5.35.
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Figura 5.27 —Effetto dell’ estratto commerciale di té verde @Tsulla trascrizione mediata da NF-kB in
cellule AGS sottoposte a stimolazione pro-infianwniat con Tumor Necrosis Factor alfa (TNF{10
ng/mL). L'analisi & stata effettuata mediante sagdella luciferasi. | dati sono espressi in percels
rispetto al controllo stimolato (cellule sottopostsclusivamente a stimolo infiammatorio), a cuit@tos
assegnato arbitrariamente il valore del 100%g4Concentrazione di estratto necessaria ad indetec0%
la trascrizione guidata da NF-kB. *p<0.05 **; p<0;0*p<0.001.
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Figura 5.28 —Effetto dell’ estratto commerciale di té verdedT(-1) sulla trascrizione mediata da NF-kB in
cellule AGS sottoposte a stimolazione pro-infiamwniat con Tumor Necrosis Factor alfa (TNF{10
ng/mL). L'analisi € stata effettuata mediante sagdella luciferasi. | dati sono espressi in peraale
rispetto al controllo stimolato (cellule sottopossclusivamente a stimolo infiammatorio), a cuit&os
assegnato arbitrariamente il valore del 100%g3Concentrazione di estratto necessaria ad indeies0%
la trascrizione guidata da NF-kB. p<0.05 **; p<Q.6p<0.001.
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Figura 5.29 —Effetto dell’ estratto commerciale di té verdeGI(-2) sulla trascrizione mediata da NF-kB in
cellule AGS sottoposte a stimolazione pro-infiamwniat con Tumor Necrosis Factor alfa (TNF{10
ng/mL). L'analisi € stata effettuata mediante sagdella luciferasi. | dati sono espressi in peraale
rispetto al controllo stimolato (cellule sottopogsclusivamente a stimolo infiammatorio), a cuit&os
assegnato arbitrariamente il valore del 100%g3Concentrazione di estratto necessaria ad indeies0%
la trascrizione guidata da NF-kB. p<0.05 **; p<Q.6p<0.001.
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Figura 5.30 —Effetto dell’ estratto commerciale di té verdeGaI(-3) sulla trascrizione mediata da NF-kB in
cellule AGS sottoposte a stimolazione pro-infiamwniat con Tumor Necrosis Factor alfa (ThF{10
ng/mL). L'analisi € stata effettuata mediante sagdella luciferasi. | dati sono espressi in peracale
rispetto al controllo stimolato (cellule sottopossclusivamente a stimolo infiammatorio), a cuit&os
assegnato arbitrariamente il valore del 100%g3Concentrazione di estratto necessaria ad indeies0%
la trascrizione guidata da NF-kB. p<0.05 **; p<Q.6p<0.001.
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Figura 5.31 — Effetto dell’ estratto commerciale di t& verde afézinato 1 (GTID-1) sulla trascrizione
mediata da NF-kB in cellule AGS sottoposte a stamimne pro-infammatoria con Tumor Necrosis Factor
alfa (TNFa (10 ng/mL). L'analisi & stata effettuata mediasdggio della luciferasi. | dati sono espressi in
percentuale rispetto al controllo stimolato (c&lsbttoposte esclusivamente a stimolo infammafoaaui

€ stato assegnato arbitrariamente il valore de%d0Cs,= concentrazione di estratto necessaria ad inibire
del 50% la trascrizione guidata da NF-kB. p<0.05p%0.01; **p<0.001.
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Figura 5.32 —Effetto dell’ estratto commerciale di té verde aféginato 2 (GTID-2) sulla trascrizione
mediata da NF-kB in cellule AGS sottoposte a stamigine pro-infiammatoria con Tumor Necrosis Factor
alfa (TNFa (10 ng/mL). L'analisi € stata effettuata mediaséggio della luciferasi. | dati sono espressi in
percentuale rispetto al controllo stimolato (c&lgbttoposte esclusivamente a stimolo infammatoaaui

e stato assegnato arbitrariamente il valore de®d0Cs,= concentrazione di estratto necessaria ad inibire
del 50% la trascrizione guidata da NF-kB. p<0.05p%0.01; **p<0.001.
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IC_=5.14 +0.25:9/mL

Trascrizione guidata da NF-kB

BT-1 - - 1 5 10 25 pg/ml

Figura 5.33 —Effetto dell’ estratto commerciale di té nero IT(B) sulla trascrizione mediata da NF-kB in
cellule AGS sottoposte a stimolazione pro-infiamwniat con Tumor Necrosis Factor alfa (TNF{10
ng/mL). L'analisi & stata effettuata mediante sagdella luciferasi. | dati sono espressi in percels
rispetto al controllo stimolato (cellule sottopossclusivamente a stimolo infiammatorio), a cuit&os
assegnato arbitrariamente il valore del 100%g3Concentrazione di estratto necessaria ad indeies0%
la trascrizione guidata da NF-kB. p<0.05 **; p<Q.6p<0.001.
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Figura 5.34 —Effetto dell’ estratto commerciale di té nero ZI'{8) sulla trascrizione mediata da NF-kB in
cellule AGS sottoposte a stimolazione pro-infianwniat con Tumor Necrosis Factor alfa (TNF{10
ng/mL). L'analisi € stata effettuata mediante sagdella luciferasi. | dati sono espressi in peraale
rispetto al controllo stimolato (cellule sottopossclusivamente a stimolo infiammatorio), a cuit&os
assegnato arbitrariamente il valore del 100%g3Concentrazione di estratto necessaria ad indeies0%
la trascrizione guidata da NF-kB. p<0.05 **; p<Q.6p<0.001.
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Figura 5.35 —Effetto dell’ estratto commerciale di té nero déziaato 1 (BTD-1) sulla trascrizione mediata
da NF-kB in cellule AGS sottoposte a stimolaziong-ipfiammatoria con Tumor Necrosis Factor alfa EFN
a (10 ng/mL). L'analisi & stata effettuata mediasaggio della luciferasi. | dati sono espressi ircestuale
rispetto al controllo stimolato (cellule sottopostsclusivamente a stimolo infiammatorio), a cuit@tos
assegnato arbitrariamente il valore del 100%g4Concentrazione di estratto necessaria ad indetec0%
la trascrizione guidata da NF-kB. p<0.05 **; p<Q.6p<0.001.

Considerati i risultati contrastanti degli studiinérvento nelluomo relativi
all'attivita anti-infammatoria del té verde e nezda necessita di studiare modelli
alternativi in vitro che possano, quindi, mimare le condiziomivivo, € stata
valutato l'effetto esercitato di estratti acquositél verde e nero su un modello
cellulare di inflammazione gastrica: cellule di adearcinoma gastrico umano
sottoposte a stimolazione con TNF alla concentrezii 10 ng/mL, citochina pro-
inflammatoria rilasciata in abbondante quantita ledatellule del sistema
immunitario in presenza di una infezione da paei@Helicobacter pylorj la scelta
di utilizzare tale citochina pro-inflammatoria hegme razionale, il tentativo di
mimare il piu possibile l'inflammazione gastricadotta dall'infezione da tale
patogeno (gastrite Hp-correlata). Come gia accenmi effetti degli infusi di té

verde e nero non sono ancora stati studiati aldigastrico; inoltre, considerando
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anche alcune evidenze epidemiologiche circa I'effeli riduzione del rischio di
sviluppare gastrite cronica associato al consunté dero, la nostra attenzione si €
focalizzata al livello gastrico sulla modulazioms, parte degli estratti té verde e
nero, del pathway di NF-kB, notoriamente coinvofiei processi infiammatori.
Tutti gli estratti, seppure con diverso grado divaa (valori di 1Gocompresi tra
2.47 e 18.91ug/mL), presentano un’inibizione concentrazione dgente sulla
trascrizione guidata da NF-kB. Infatti, alla concamione massima di 2ag/mL
(10 pg/mL per l'estratto di té verde commerciale), &@stirizione risulta totalmente
inibita e torna ai livelli basali, ovvero a quetlel controllo non stimolato. Cio
risulta particolarmente evidente per gli estraitverde; tra questi I'estratto di té
verde commerciale é risultato il piu attivo, seguial té verde 3, te verde 1 e té
verde 2. Infatti, I'estratto di te verde commereial ridotto la trascrizione guidata
da NF-kB alla concentrazione di 0.98/mL (ICso = 0.98 ug/mL), mentre il té
verde 3, 1 e 2 alla concentrazione di 2i4/mL, 2,91 ug/mL e 4.31ug/mL,
rispettivamente. | due té decaffeinati verdi prémen un grado di attivita molto
differente: i valori di Gy sono risultati 18.9ug/mL per il GTID-1 rispetto a 2.97
ug/mL per il GTID-2, quest'ultimo molto simile agéstratti di te verde. Cio e
probabilmente dovuto ai bassi livelli di catechieealtri composti fenolici nel
GTDI-1. Per quanto riguarda gli estratti di teé ngror essendo meno attivi di quelli
di té verde, essi sono risultati comunque attiWin@ire la trascrizione guidata da
NF-kB (valori di 1G, compresi tra 5.14 e 11.84/mL). Il BTE-1, in particolare, €
risultato in grado di inibire del 50% la trascrizeodi NF-kB alla concentrazione di
5.14 ug/mL (ICsp), e di riportala ai livelli basali (corrisponderdil’ assenza di
stimolazione), alla concentrazione massima testia®?® pg/mL. Il té nero 2 (BTI-
2) e risultato quello meno attivo; infatti, ha indbdel 50% la trascrizione guidata
da NF-kB alla concentrazione di 11.84/mL (ICsg). Tali risultati, sebbene
debbano essere confermigtivivo, possono in parte giustificare e supportare i dati
epidemiologici relativi agli effetti benefici det hero.

I meccanismo d’'azione alla base dell'effetto deibizione della trascrizione

guidata da NF-kB e ancora ignoto, ma e possibidizpare che le sostanze attive
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(catechine) agiscano a monte della fase di trazioca di NF-kB a livello nucleare.
Infatti, tutti gli estratti di té sono in grado ddurre la trascrizione mediata da NF-
kB nel modello cellulare utilizzato. Tale tipo dnalisi, ovvero la valutazione
dell'inibizione della trascrizione dei geni targdit NF-kB, tuttavia, impedisce di
sapere a che livello le sostanze sono in gradgick.a_e sostanze potrebbero infatti
interferire sia a livello del legame del fattoretidiscrizione NF-kB con il DNA che
pit a monte, impedendo, ad esempio, la traslocazioNF-kB a livello nucleare o
il legame delle citochine pro-inflammatorie utilate come stimolo ai loro specifici
recettori (TNFR1 per il Tumor Necrosis Factor). iEiportante sottolineare che
l'attivita antinflammatoria esercitata dagli edtirasia di té verde che nero, si
manifesta a concentrazioni estremamente basseolin gasi addirittura inferiori a
25 pg/mL (come nel caso dell’'estratto commerciale divéede), valori che si
ritengono facilmente raggiungibili in seguito aljestione di una tazza di infuso di
té (circa 200 mL), specie se si considera che tecbhine presenti in una tale
porzione sono in media circa 70 mg per il te vexdé mg per il té nero (Cabrera et
al., 2006) e che, considerando la diluizione dolla presenza del succo gastrico
(circa 20 mL) si ottiene una concentrazione diaBcd mg/mL per il te verde e 0.75
mg/mL per il t& nero, molto piu elevata rispettie @oncentrazioni a cui osserviamo
I'attivita biologica. Inoltre, bisogna considerarie tali sostanze, per raggiungere il
distretto gastrico, non necessitano di alcun agserto né la loro concentrazione e
ridotta da processi metabolici.

Per verificare il contributo delle singole cate@hiall’attivita biologica, e stato
effettuato il saggio di NF-kB utilizzando i compiogiuri alle concentrazioni

comprese tra 0.1 e 3JOM. | risultati sono rappresentati in Figura 5.36.
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Figura 5.36 - Effetto del’lEGCG sulla trascrizione mediata da k&-in cellule AGS sottoposte a
stimolazione pro-infammatoria con TNF (10 ng/ml)analisi & stata effettuata mediante saggio della
luciferasi. | dati sono espressi in percentualeeti® al controllo stimolato (cellule sottopostelasivamente

a stimolo inflammatorio), a cui & stato assegnabitrariamente il valore del 100%. 4= concentrazione di

catechina necessaria ad inibire del 50% la trasoiizguidata da NF-kB. p<0.05 **; p<0.01; **p<0.001

L’EGCG e risultata la catechina piu attiva nelliidione della trascrizione guidata
da NF-kB (IGo = 146 nM); invece, 'ECG, alla concentrazione di iPl, ha
determinato solo il 30% dellinibizione, mentre CEe la caffeina sono risultate
inattive alle medesime concentrazioni (non mosjr&fonsiderando i quantitativi di
EGCG nei campioni analizzati e il suo valore digGull'attivita del’NF-kB, &
possibile dedurre che tale catechina sia I'unispaasabile dell'effetto biologicim
vitro. L’elevata potenza dellEGCG nell'inibizione detl@scrizione guidata da NF-
kB potrebbe quindi spiegare il motivo per cui gitratti di nero, pur presentando un
basso quantitativo di EGCG, risultino comunquevattDa queste osservazioni
possiamo quindi concludere che il modeahovitro utilizzato in questo studio puod
rappresentare un’utile alternativa agli studi mefho che, come gia ricordato,

risultano di difficile esecuzione sia in termini @bsti che di oggettiva complessita
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nella definizione di parametri fisiologici. Negliusli in vivo raccolti, infatti, € stata
evidenziata un’elevata variabilita nei risultatipendente da diversi fattori quali ad
esempio, il tipo di estratto utilizzato (spesso ruamatterizzato), la presenza di
patologie concomitanti e lo stile di vita.

In questo senso, emerge il potenziale degli stndvitro che prevedano anche

I'utilizzo di estratti ben caratterizzati.

5.13.4 Determinazione dell’attivita antiossidante

Numerose evidenze scientifiche suggeriscono ch@aessi inflammatori portano
ad una elevata produzione di specie reattive ddligeno (ROS), tra cui il
perossido di idrogeno, e che l'ossidazione di NF-#8 parte di tali specie
radicaliche determina l'inibizione del legame al ANl tale fattore nucleare
(Toledano e Leonard, 1991). Di conseguenza, commpbs&t presentino attivita
scavenger nei confronti delle specie radicalichgreprieta anti-inflammatorie,
potrebbero risultare utili nella riduzione del hse di sviluppare l'inflammazione
gastrica. E'stata quindi testata la capacita asitiesite degli estratti di té verde e
nero attraverso il saggio del DPPH. | vantaggi desio tipo di testsono
riconducibili alla semplicita, all’applicabilita aanalisi di routine e alla possibilita
di effettuazione a differenti pH. Gli svantaggivéte, sono attribuibili al fatto che il
risultato spesso dipende non solo dalla capacitivpsmidante del campione, ma
anche dal comportamento cinetico delle sostanZzessidanti che lo compongono.
Il radicale DPPH é artificiale, non presente cio@mbiente fisiologico, e puo dare
risposte a volte differenti e non confrontabili tlero se vengono comparati
antiossidanti diversi tra loro per struttura e nagusmo d’azione (Prior et al.,
2005).
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5.13.4.1 Retta di calibrazione per il dosaggio dglotere antiossidante e analisi
dei campioni

Innanzitutto é stata costruita la retta di calibvae per la determinazione del potere
antiossidante dei campioni in esame. Le concewnaatandard di acido gallico
sono state correlate alle letture spettrofotomiedriced integrate mediante
regressione lineare. Ogni analisi e stata effedtiratriplo. Nella Tabella 5.31 sono
riportate le concentrazioni delle soluzioni stawlddr acido gallico utilizzate per
I'analisi spettrofotometrica e i valori di assorbkarcorrispondenti, mentre la retta di

calibrazione ottenuta € illustrata nella Figurass.3

Tabella 5.31 -Concentrazioni di
acido gallico standard
utilizzate e relativa assorbanza

Concentrazione
(pg/mL) Assorbanza
1 0,5435
1 0,5501
1 0,5729
2,5 0,3723
2,5 0,3752
2,5 0,3786
3,5 0,2321
3,5 0,2308 . Y
3,5 0,22459 a 5 . :
g 0,0529 Concentrazione [ugfml]
5 0,0496 Figura 5.37— Retta di calibrazione per il dosaggio del
g 0,0483 potere antiossidante

Il coefficiente di correlazione, Rvicino a 1 (0,9974), indica una risposta lineare

ottimale per I'intervallo di concentrazioni considee.
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5.13.4.2 Attivita antiossidante dei campioni

Sui campioni, allestiti come descritto nella seeidMetodi”, € stata eseguita, in
triplicato, la reazione colorimetrica per la deterazione del potere antiossidante;
mediante lo spettrofotometro, e stata effettuatattara dell’assorbanza, a 517 nm,
dei campioni e, successivamente, utilizzando laareli calibrazione, e stata
calcolata la capacita antiossidante. In TabeB2 Sono riportati i valori di attivita

antiossidante dei campioni, espressi come mg Ga%gj; sono stati confrontati con i
valori di 1G5, di ciascun campione, ovvero con la concentrazioeeessaria ad

inibire del 50% la trascrizione guidata da NF-kB.

Tabella 5.32 —Relazione tra attivita anti-infammatoria e at@vantiossidante degli estratti di té verde e nero

. Valori di IC 5 relativi alla Attivita antiossidante (DPPH) mg
Campione trascrizione guidata da NFxB GA/g

pg/mL (media + DS) (media = DS)

GTE 0.98 £ 0.04 451.15 £ 6.97

GTI-1 2.91+0.13 196.30 + 13.03

GTI-2 4.31+0.13 202.00 + 2.52
GTI-3 2.47 £ 0.36 69.40 + 0.06
GTID-1 18.91 +4.42 19.3+0.41
GTID-2 297 £0.37 135.7 £ 1.46
BTI-1 5.14 + 0.25 48.70 £ 0.07
BTI-2 11.84 + 3.36 28.5+0.78
BTID-1 7.63+2.78 46.2 £1.97

Dai dati riportati in Tabella 5.32 e possibile assee che, in linea generale, gli
estratti di te verde presentano un’elevata capaaiossidante, mentre quella

relativa agli estratti di té nero € risultata drcai 4 volte inferiore. L’attivita

antiossidante e determinata principalmente daliecbine; infatti, dati di letteratura
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riportano che 'lEGCG presenta un’attivita scavengetto elevata a concentrazioni
molto basse, comprese nell'intervallo 1418 (Chen e Ho, 1995), concentrazioni
senza dubbio riscontrabili negli estratti analizz&ali dati sono stati confermati
sperimentalmente: 'TEGCG, infatti, ha determinato abbattimento radicalico del
50% alla concentrazione di 3.9&1, seguita dallECG (4.8¢M) e dallEC (5.50
uM). L'estratto di té verde commerciale € quello diee presentato una capacita

hY

antiossidante maggiore: cio e probabilmente dowaltpiu elevato contenuto in
catechine e composti fenolici. Inoltre, lattivitanti-inflammatoria € risultata
inversamente correlata all’attivita antiossidamtetutti i campioni analizzati (r =
0.64). Lo studian vitro dell’attivita antiossidante del té verde risultaaircordo con
gli studiin vivoraccolti. Infatti, la riduzione dello stress ossida, in particolare in
soggetti sani, € stata evidenziata in un numereatedi studi nell'uomo (Erba,
2005; Nantz, et al., 2009; Oyama, 2010; Freese;1988aya, et al., 2004; Klaunig,
1999; Nagao, et al., 2005; Panza, 2008; Hodgsdi))2@onfermando, ancora una
volta, l'utilita dei modelliin vitro nella valutazione di parametri fisiologici di piu
difficile esecuzione in condiziomn vivo. Inoltre, i dati ottenuti saranno integrati da
ulteriori studi biologici che tengano conto del aimilismo dei principi attivi a

livello gastro-intestinale.

5.14 Valutazione della stabilita delle catechine

Alcuni campioni di te verde (il te verde 1 e ilterde decaffeinato 2) sono stati
analizzati anche alla data di scadenza riportdta sanfezione al fine di valutare la
stabilita delle catechine e I'eventuale effettolal@iminuzione dei livelli di tali
composti sull'attivita biologica e antiossidantea kcelta di questi campioni si €
basata sull'elevato quantitativo di catechine pmeseche consente di apprezzare in
misura maggiore le eventuali variazioni di compasivi nel tempo.

| risultati sono riportati in Tabella 5.33 e rapgeatati nelle Figure 5.38 e 5.39.
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Tabella 5.33 —Contenuto di catechine totali (mg/g), valori dsdGig/mL) e attivita antiossidante (mg GA/Q)

di due estratti di té verde analizzati il giorndl'deertura della confezione (T=0) e alla scadefizE)

Catechine totali mg/g Att|V|tam§rg|'2;sgs,|dante Trascrizione guidata da NF

Campione

(media £ DS) (media + DS) kB IC5o pg/mL (media + DS
GT-1TO 86.03 £ 6.91 196.3 + 13.03 291+0.13
GTI-1TE 5435+ 1.13 73.6+2.3 3.22+0.47
GTID-2T O 85.96 + 5.96 135.7 +1.46 297 +0.37
GTID-2TE 80.48 + 4.82 67.8 £ 0.09 2.37 +£0.36
200 1
150 -
100 - HT=0
50 T=E
0 » v S
Catechine totali Attivita IC50 (ug/mL)
(mg/g) antiossidante
(mg GA/g)

Figura 5.38 —Contenuto di catechine totali (mg/g), valori didGig/mL) e attivita antiossidante (mg GA/g)

dell'estratto di té verde GTI-1 analizzato il giordell'apertura della confezione (T=0) e alla scexde(T=E)
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Figura 5.39 —Contenuto di catechine totali (mg/g), valori dsdGig/mL) e attivita antiossidante (mg GA/g)
dell'estratto di t&é verde GTID-2 analizzato il gior dell’apertura della confezione (T=0) e alla stath
(T=E)

Dai dati riportati in Tabella 5.33 e dai graficilleeFigure 5.38 e 5.39, alla scadenza
del campione GTI-1 si osserva, rispetto al T=0,rispondente ai mesi che
mancavano alla scadenza al momento dell'apertuta denfezione (8 e 13 mesi
per il GT-1 e GTID-2, rispettivamente) una riduzodel quantitativo totale di
catechine del 37%, mentre nel campione GTID-2 tidiezione risulta trascurabile
(6%). Ad oggi, la stabilita delle catechine e sttaora poco studiata. Nello studio
di Friedman et al. (2009) é stata valutata la btallelle catechine in otto campioni
di te commerciali durante i primi sei mesi dopopésaura della confezione.
L’autore riporta una riduzione totale del 32% daghwe mesi di conservazione,
mentre nei rimanenti quattro mesi non sono staigeaxiate ulteriori diminuzioni
(Friedman et al., 2009). Nel presente studio, maimlizione piu elevata si verifica
nel té che inizialmente era piu vicino alla scade(@T-1), in accordo con quanto
riportato nello studio di Friedman et al. (2009entre per il GTID-2 i risultati di
discostano da quanto riportato in letteratura. E§tlule che cio dipenda anche dalla

quantita di altri antiossidanti come la vitaminararcetina e kemferolo in quanto
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sono riportate elevate differenze quantitative a@esii composti tra té prodotti in
zone e climi differenti (Friedman et al., 2009).

L’attivita antiossidante risulta diminuita in entnhi i campioni analizzati (62% nel
GTI-1 e 51% nel GTDI-2) indipendentemente dal coate di catechine,
suggerendo che probabilmente altri composti comgdono all'attivita
antiossidante. Per quanto riguarda [attivita amiemmatoria, I'effetto sulla
trascrizione guidata da NF-kB non sembra diminalré=E; infatti, i valori di 1G,
non risultano essere significativamente differeigpetto al T=0, suggerendo che
'EGCG raggiunge ancora le concentrazioni necésgagr influenzare I'attivita
del’NF-kB. Tuttavia, nel GTI-1 la riduzione delleatechine € associata ad un

aumento, seppur non significativo, del valore giIC
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6. CONCLUSIONI

Il mercato degli integratori alimentari a base edica ha subito, negli ultimi
anni, una rapida espansione dovuta principalmelfdeparcezione, da parte del
consumatore, di numerosi vantaggi quali I'efficadia sicurezza ed un costo
relativamente contenuto. Essi sono regolamentéiticho europeo, dalla Direttiva
2002/46/CE che ha permesso una parziale armonareazli questi prodotti a
livello comunitario. Tuttavia, rimangono molte pleimatiche ancora irrisolte circa
la valutazione della sicurezza e del beneficiotiglall’'uso di tali prodotti. Infatti,
molto spesso gli integratori a base vegetale passomtenere differenti tipi di
sostanze (fitocomplessi), derivanti dal metabolispnimnario e secondario della
pianta, che possono influenzare (in maniera nonpsenpositiva) I'attivita
biologica e la biodisponibilita dei principi attiviSono presenti, inoltre, altre
problematiche inerenti alla sicurezza degli intémiaalimentari a base vegetale;
esse includono: 1) la corretta identificazione eélsjpecie botaniche e delle varieta
utilizzate negli integratori; 2) I'estrema variatal dei fitocomplessi derivanti da
una stessa specie, varieta e parte della piarizzata, dovuta alle caratteristiche
della zona di coltivazione, fase di sviluppo dell@anta, condizioni di
conservazione dopo la raccolta e processi di lavoma; 3) possibile
contaminazione della matrice vegetale di partemmraaitre piante; 4) la presenza,
nel materiale vegetale di partenza, di sostanzeiclss o0 comunque non
desiderabili.

A cio si aggiunge la problematica, spesso sottaatdy degli effetti avversi,
dovuta in parte al fatto che i consumatori, esseghiointegratori alimentari
prodotti di libera vendita, tendono spesso a namsglbare o informare il medico
circa l'utilizzo di questi prodotti. A questo progtm, sono molti gli esempi,
descritti in letteratura, di eventi avversi causktiinterazioni tra piante e farmaci o
tra diverse tipologie di ingredienti vegetali.

Inoltre, occorre sottolineare che per molte piantn esistono ancora dati
scientifici validati nelluomo. Cio e dovuto priralmente al fatto che molte piante
hanno una lunga tradizione d'uso nei Paesi europepertanto, secondo la

normativa comunitaria, per esse non sono previsiisnelluomo al fine di
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valutarne l'efficacia e la sicurezza. | dati netlino relativi agli aspetti benefici,
sono tuttavia richiesti dal’lEFSA per i claims datici che le aziende intendono
utilizzare.

In quest’ambito e stato inquadrato il progetto pemPlantLIBRA, il quale si pone
come principali obiettivi 'ampliamento della comesza relativa agli integratori
alimentari a base erboristica e alle piante uliezcome ingredienti in tali
prodotti, in relazione alla loro efficacia e siczea. A questo scopo il progetto ha
previsto una prima fase di ricerca dei dati giahpichti relativi alla composizione
fitochimica, ai metodi analitici per la caratte@zzone degli ingredienti vegetali di
integratori e ai metodi per la valutazione deglegi benefici e negativi associati
al consumo di tali prodotti. Questi dati saranntegmati con nuovi studi per la
valutazione dell’efficacia e della sicurezza sojpitéd relativamente a quelle piante
per le quali le evidenze scientifiche sono ancoease.

Nellambito della valutazione del beneficio sonatstidentificate alcune aree di
studio, tra cui quella inflammatoria, e dieci pmcbnsiderate rilevanti in ogni area
di interesse. Per l'area inflammatoria le piantezgenate sonoOlea europea L.,
Camellia sinensis L., Vitisvinifera L., Matricaria recutita L., Boswellia serrata L.,
Curcuma longa L., Calendula officinalis L., Symphytum officinalis L.,
Harpagophytum procumbens L., Urtica dioica L.

Per queste piante é stata eseguita una revisietearsitica della letteratura che ha
permesso di evidenziare alcuni aspetti:

1) le principali condizioni nelle quali le piante ogigedi studio sono utilizzate
includono l'osteoartrite, patologie gastrointediingpancreatite, colite
ulcerosa, gastrite), diabete di tipo Il e infammae associata a patologie
cardiovascolari ed epatiche;

2) la necessita, nonostante le evidenze positiveteriori studi relativi alla
Vitis vinifera L., Matricaria recutita L., Olea europea L., Urtica dioica L.,
Harpagophytum procumbens L. e Boswellia serrata L. Roxb.;

3) laCameliasinensis L. (in particolare il te verde), nonostante nunsestudi
in diverse aree ne riportino gli effetti benefieg dato risultati contrastanti

nel ridurre le condizioni inflammatorie in patolegironiche come il diabete
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e il sindrome metabolica. Qualche evidenza positseanbra invece
emergere per quanto riguarda la riduzione delksstossidativo sia per il té
verde che per il té nero e nella riduzione delhisdi sviluppare gastrite
per il té nero;

4) la Curcuma longa, la quale, pur riducendo alcuni parametri infiantona
non sembra apportare benefici in termini di miglmento della
sintomatologia associata all'infammazione in padgp¢ osteoarticolari.

Oltre alla scarsita degli studi, i fattori principehe ostacolano la valutazione degli
effetti benefici sono I'insufficiente caratterizzaze fitochimica degli estratti o
della matrice vegetale, I'elevata eterogeneitaededtisologie utilizzate negli studi.
Inoltre, esiste un’oggettiva difficolta nell'esecmize di studi nelluomo sia in
termini di costi che di complessita nella definimodi parametri fisiologici. Da qui
deriva l'importanza di modelli alternativi che pass mimare le condizioni
fisiologichein vivo e consentire, quindi, di ottenere dati significiagier evantuali
claims salutistici. Negli studn vivo raccolti, infatti, & stata evidenziata un’elevata
variabilitd nei risultati, dipendente da diversttéai quali ad esempio, il tipo di
estratto utilizzato (spesso non caratterizzatoprésenza di patologie concomitanti
e lo stile di vita. L'effetto del te, sia verde chero, sul TNFa, quale parametro
indicante I'attivazione endoteliale in soggetti isiumatori, &€ stato valutato solo in
uno studio (de Maat et al., 2000) che tuttavia, harevidenziato effetti positivi.
Gli effetti del consumo di te sul rischio di svijpgre gastrite atrofica sono stati
investigati in alcuni studi epidemiologici (Setiawat al., 2000; Shibata, 2001;
Kuhawara et al., 2000) dando risultati contrasta@id € comprensibile, se si
considera che gli studi riguardano popolazioni diferenti stili di vita e abitudini
alimentari (es. popolazione giapponese e belga)e adolto probabile che la
tipologia di té consumata presenti un contenutolfea differente.

Da tali studi emerge la necessita di sviluppare efiodn vitro che, oltre a
riprodurre le condizioni fisiologichen vivo, prevedano anche ['utilizzo di estratti
ben caratterizzati.

Partendo da questi presupposti, nel presente studiata valutata I'attivita anti-

inflammatoria (tramite il saggio di NF-kB) di edtiaacquosi di té verde e nero su
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cellule di adenocarcinoma gastrico umane (AGS) @date con TNF, partendo
dall’analisi della composizione fitochimica deglstetti tramite HPLC. | dati
relativi all'attivita biologica sono stati correlaton l'attivita antiossidante deli
estratti. Per quanto riguarda l'indagine analiticanostri risultati confermano
guanto riportato in letteratura, ovvero il magglioello di catechine e polifenol
nel té verde rispetto al té nero, seppur con qeaddtezione. Infatti, un campione
di te verde decaffeinato, ha presentato un conedliutatechine e polifenoli molto
basso (8.35 mg/g e 45.30 mg/qg, rispettivament@}tdri che possono influire sulla
variabilitd del contenuto di composti fenolici sodiversi; tra questi, assumono
particolare importanza la qualita delle foglie drienza, la stagione della raccolta
e le condizioni di conservazione. Nonostante l'ampariabilita, entrambe le
tipologie di te si sono mostrate attive nell'iniila trascrizione guidata da NF-kB
indotta da TNF a livello gastrico, e I'effetto suegto importante mediatore della
risposta inflammatoria cellulare e risultato saetente correlato al contenuto di
catechine e all'attivita antiossidante dei campianglizzati. Lo studidn vitro
dell'attivita antiossidante del té verde risulta ascordo con gli studin vivo
raccolti. Infatti, la riduzione dello stress osgida, in particolare in soggetti sani, &
stata evidenziata in un numero elevato di studiuzeho (Erba, 2005; Nantz, et
al., 2009; Oyama, 2010; Freese,1999; Nagaya,,e2@04; Klaunig, 1999; Nagao,
et al., 2005; Panza, 2008; Hodgson, 2000), confedmaancora una volta, I'utilita
dei modelliin vitro nella valutazione di parametri fisiologici di pitffetile
esecuzione in condiziom vivo.

La valutazione dellattivita biologica delle singolcatechine ha permesso di
evidenziare che 'EGCG risulta essere la maggiespaonsabile dell’attivita anti-
inflammatoria degli estratti; infatti, essa € ligta attiva a concentrazioni
nanomolari. | risultati ottenuti sembrano quindn parte, supportare i dati
epidemiologici positivi relativi al t¢é nero sugged® un potenziale effetto
preventivo nei confronti dell’infiammazione gas#icinoltre, possono risultare
utili anche alle aziende nell'ottica di richiestaaventuali claims nutrizionali in

guanto il modellan vitro presentato in alternativa agli studivivo. Infine, i dati
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ottenuti saranno integrati da ulteriori studi bgw che tengano conto del

metabolismo dei principi attivi a livello gastrotéstinale.
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