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Abstract: L'identificazione di composti naturali bioattivi, in grado di contrastare I'aumento dello
stress ossidativo e dello stato infiammatorio nelle malattie cronico-degenerative non trasmissibili,
risulta assai utile per la gestione clinica di tali condizioni. Nel presente studio, & stato testato un
integratore alimentare orale (OFS), chimicamente caratterizzato, attraverso una sperimentazione in
vitro e in vivo. La vitamina C, analizzata mediante HPLC-DAD, era di 0,19 mg/g in estratto secco di
rosa canina e 15,74 mg/capsula nell' OFS. L'identificazione dei polifenoli & stata eseguita mediante
HPLC-DAD; la capacita antiossidante totale e stata valutata dal test Folin-Ciocalteu. I polifenoli totali
erano 14,73 mg/g GAE per l'estratto di rosa canina e 1,93 mg/g GAE per OFS. Per la sperimentazione
in vivo, sono stati reclutati 21 pazienti affetti da malattia renale cronica (CKD) in terapia conservativa
e 10 volontari sani. La valutazione dei parametri laboratoristici di routine e quelli infiammatori,
dell’e-GST, dell’albumina sierica ossidata (HSAox) e la valutazione della composizione corporea sono
state eseguite in due tempi successivi: al basale (T0) e dopo cinque settimane di assunzione dell’OFS
(T1). Al termine dello studio & stata osservata una significativa riduzione dei biomarcatori
infiammatori tradizionali (come la proteina C-reattiva, la velocita di eritrosedimentazione, il rapporto
piastrine/ linfociti) e di altri parametri laboratoristici come 1'e-GST, I'azotemia e I'albuminuria dopo
il trattamento con I'OFS nei pazienti con CKD. Inoltre, € stato osservato un miglioramento del profilo
lipidico nei pazienti con CKD dopo I’assunzione dell'OFS.

Parole chiave: biomarcatori infiammatori; composti bioattivi; antiossidanti naturali; vitamina C,
terapia conservativa; glutatione transferasi eritrocitaria.
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1. Introduzione

La malattia renale cronica (CKD) rappresenta un grave problema di salute con un notevole impatto
a livello mondiale e la sua insorgenza e correlata alla diffusione dei suoi fattori di rischio come
l'obesita, la sindrome metabolica, I'ipertensione arteriosa e il diabete mellito (DM) [1,2].

La CKD e direttamente correlata alla mortalita e alla morbilita cardiovascolare (CV). Quest'ultima
mostra un aumento di circa 10-20 volte rispetto alla popolazione generale [3,4]. Tale fenomeno non
puo essere spiegato solo con i fattori di rischio CV tradizionali, ma ha bisogno di una valutazione piu
accurata che prenda in considerazione i fattori di rischio CV tipici dello stato uremico. I fattori di
rischio CV che esercitano un ruolo chiave in tale condizione sono: lo stato infiammatorio cronico di
basso grado [5], I'alterazione del metabolismo del calcio-fosforo [6-9], I'iperomocisteinemia [10], la
malnutrizione [11], la sarcopenia uremica [12-14] e lo stress ossidativo (OS) [15,16].

L'aumento dell’OS é causato da uno squilibrio tra le difese antiossidanti e la produzione di radicali
liberi. I radicali liberi dall'ossigeno vengono principalmente prodotti al livello dei mitocondri e
I'aumento della loro produzione & profondamente legata all'invecchiamento, al DM, alla CKD e
all'inflammazione [17]. L'aumento della concentrazione di sostanze pro-ossidanti influenza la
comunicazione cellulare; nel rene promuove l'apoptosi e la senescenza cellulare, determinando una
ridotta capacita cellulare rigenerativa e fibrosi [18,19].

La vitamina C e uno dei possibili fattori correlati all’'insorgenza dello OS nei pazienti uremici [20,21].
Infatti, € comune osservare una carenza di vitamina C in questa popolazione di pazienti a causa di
un'assunzione limitata di alimenti ricchi di vitamina C e del suo alterato metabolismo indotto dallo
stato inflammatorio cronico di basso grado [22].

Al giorno d'oggi, sono numerosi gli studi mirati alla formulazione di integratori alimentari orali
(OFS) ad alto contenuto di acido ascorbico proveniente da agrumi ed estratti naturali di rosa canina
[23,24] piuttosto che di acido ascorbico di sintesi. Infatti, in questo contesto, sarebbe molto utile
identificare composti naturali bioattivi, che sono in grado di contrastare 'aumento dello stress
ossidativo e dello stato infiammatorio tipico delle malattie cronico-degenerative non trasmissibili
[25,26].

Nel presente studio un OFS, arricchito in estratto naturale di rosa canina standardizzato e
caratterizzato, e stato testato sia in pazienti con CKD che in soggetti sani. In particolare, I'estratto di
rosa canina standardizzato e stato chimicamente caratterizzato per i suoi polifenoli e il contenuto di
vitamina C.

Lo scopo di questo studio & stato quello di valutare gli effetti di Siuper® un OFS a base di
Echinacea angustifolia, zinco, rosa canina, propoli e pappa reale, al dosaggio di 400 mg al giorno (3
cps/die), sullo stato infiammatorio, sullo OS, sulla tossicita ematica, sulla composizione corporea e
sulla funzione renale, sia nei pazienti CKD che nei soggetti sani. Per la valutazione dello stato
infiammatorio sono state esaminate la proteina C-reattiva (PCR), la velocita di eritrosedimentazione
(VES), il rapporto piastrine/linfociti (PLR), il rapporto neutrofilo/linfocito (NLR) e il rapporto
linfocito/monocito (LMR) [27].

Inoltre, nel presente studio sono stati selezionati anche due biomarcatori della tossicita ematica,
come la glutatione transferasi eritrocitaria (e-GST) e l'albumina sierica ossidata (HSAox) [19,28]. La
e-GST ¢ stata selezionata per la sua notevole sensibilita nel rilevamento di un grande spettro di tossine
ematiche [12] in un arco temporale di poche settimane. Al contrario, la HSAox ¢ un biomarcatore a
breve termine di OS e la sua concentrazione di sangue puo cambiare nell'arco temporale di poche ore
[15].

2. Risultati

2.1. Caratterizzazione chimica dell estratto secco di rosa canina e dell’integratore alimentare

I risultati sono calcolati con curve di calibrazione esterne, di solito in acido gallico, ed espressi come
mg/g di equivalenti di acido gallico (GAE). L attivita antiossidante in vitro mostra una correlazione
con i fenoli totali e i composti minori polari, come confermato da studi precedenti condotti
confrontando diversi saggi di reazione di trasferimento di elettroni (ad esempio FRAP, TEAC e
ORAC) e saggi in vitro sulle lipoproteine umane a bassa densita (LDL) [29-31]. Il contenuto totale di
fenoli e polifenoli e di 14,73 mg/g GAE per l'estratto di rosa canina e 1,93 mg/g GAE per l'integratore
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alimentare Siuper®. Il profilo HPLC-DAD ha permesso l'identificazione delle principali sottoclassi
polifenoliche nell'estratto secco della rosa canina e nel Siuper®. Le procianidine sono i principali
polifenoli presenti, ma sono stati identificati anche derivati idrossicinnamici e flavonoli
(principalmente derivati quercetina e kaempferol), come tiliroside, un glicosiloxyflavone derivante
da un'unita kaempferol e un acido p-cumarico. Il contenuto totale di vitamina C dall'analisi HPLC-
DAD era 0,19 mg/g di polvere nell'estratto secco di rosa canina e 39,34 mg/g di polvere nel Siuper®
(15,74 mg/capsula).

2.2. Effetto dell’integratore alimentare orale nei pazienti affetti da CKD e nei soggetti sani
Le caratteristiche epidemiologiche e I'analisi statistica per valutare I'omogeneita dei due gruppi di
studio sono state riportate nella Tabella 1.

Tabella 1. Risultati epidemiologici della popolazione di studio e valutazione dell'omogeneita dei gruppi di
studio.

N . . . P
Pazienti affetti da CKD  Soggetti sani (Test ANOVA)

N 21 10
Sesso (maschio/femmina) 13/8 6/4 ns
Eta (anni) 68,7 +£10,0? 67,1 +4,6° ns
Altezza (m) 1,64 £0,10? 1,67+0,12 ns
Peso (kg) 73,6 +12,9° 73,9+552 ns
BMI (kg/m?) 27.3+4,8° 26,7 * 3,0° ns

 dati espressi come media + deviazione standard. Abbreviazioni: BMI, indice di massa corporea; CKD, Malattia renale
cronica; ns, non significativo.

Nella Tabella 2 sono riportati i parametri laboratoristici di routine dei pazienti affetti da CKD in
diversi tempi dello studio (T0 e T1).

In particolare, € osservata una riduzione significativa dell'albuminuria (10 (0-100) mg/dl vs 0 (0-70)
mg/dl, p=0,0234) e dell'azotaemia (79 + 29 mg/dl vs 73 + 25 mg/d], p =0,0024) dopo il trattamento con
'OFS. E stata inoltre evidenziata una riduzione dei trigliceridi ematici e della transferrina (137 + 57
mg/dl vs 115 £ 53 mg/dl, p=0,0041; 239 + 42 mg/dl vs 227 + 33 mg/dl, p=0,0428 rispettivamente). Non
e invece stato osservato alcun effetto significativo del trattamento con OFS sui livelli di fosforo, calcio
e paratormone (PTH).

Nei soggetti sani non sono state osservate differenze statisticamente significative nei parametri
laboratoristici di routine, come riportato nella Tabella 3.

Tabella 2. Parametri laboratoristici di routine dei pazienti affetti da CKD.

TO T1 TOvs T1
Creatinina (mg/dL) 2.0 (1.1-4.5)2 1.9 (1.1-4.7) nsb
e-GFR (mL/min/1,73m?) 33 + 16¢ 33 £ 16¢° nsd
Albuminuria (mg/dL) 10 (0-100)2 0 (0-70)2 p =0,0234>
Azotemia (mg/dL) 79 + 29¢ 73 + 25¢ p =0,00244
Albumina (g/dL) 43+0,2¢ 42+0,1c nsd
Emoglobina (g/dL) 12,9 +2,1¢ 12,7 £2,3¢ nsd
Sodio (mEq/L) 140 (133-144): 140 (134-143)* nsb
Potassio (mEq/L) 48 +0,5¢ 4,8 +0,4¢ nsd
Calcio (mg/dL) 9.7 (7.9-10.5* 9.7 (8.3-10.5)> nsP
Fosforo (mg/dL) 3,4+0,6c 3,4+0,6c nsd
PTH (pg/ml) 141.29+76,3¢ 137.3+81,3¢ nsd
TC (mg/dL) 174 + 36¢ 167 +33¢ nsd
HDL (mg/dL) 51 +13¢ 49 +12¢ nsd

Trigliceridi (mg/dL) 137 + 57¢ 115 + 53¢ p =0.00414
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LDL (mg/dL) 103 + 45¢ 97 + 33¢ nsd
Sideremia (ug/dL) 70 +24¢ 70 +31¢ nsd
Ferritina (ng/mL) 85 (7-561) 95 (7-541)° p =0,0289°
Transferrina (mg/dL) 239 + 42¢ 227 +33¢ p =0.04284
Acido urico (mg/dL) 6.7 (2.4-9.0) 6.7 (1.8-9.6)2 nsP

o dati espressi come mediana (minimo-massimo);  Test applicato: test Wilcoxon; < Dati espressi come media + deviazione
standard; ¢ Test applicato: test t per i dati accoppiati. I valori di p < 0,05 sono considerati statisticamente significativi.
Abbreviazioni: e-GFR, tasso di filtrazione glomerare stimato; TC, colesterolo totale; HDL, lipoproteina ad alta densita; LDL,
lipoproteina a bassa densita; ns, non significativo, PTH, paratormone.

Tabella 3. Parametri laboratoristici di routine di soggetti sani.

TO T1 TOvs T1
Creatinina (mg/dL) 0,79 £ 0,14~ 0,8+0,14 nsb
e-GFR (mL/min/1,73m?) 93,5+20,42 92,1+14,32 nsb
Albuminuria (mg/dL) 2.1+4,4a 0,0+£0,02 nsb
Azotemia (mg/dL) 32,6 +8,02 34,8 +4,7a nsb
Albumina (g/dL) 43+0,2a 44+0,3a nsb
Emoglobina (g/dL) 14,3 +1,52 14,3 +1,62 nsb
Sodio (mEq/L) 141.7+2.62 140+ 2,94 nsP
Potassio (mEq/L) 45+04a 45+0,3a nsb
Calcio (mg/dL) 9,3+04x 9,7+0,4x nsP
Fosforo (mg/dL) 3,5+0,5a 3,6+0,5a nsb
PTH (pg/ml) 56.2+10,32 59,5 +71a nsP
TC (mg/dL) 196,3+26,5a 1889+19,82 nsb
HDL (mg/dL) 50,3 +12,52 52,9 +11,92 nsb
Trigliceridi (mg/dL) 99,5+ 32,62 92,4 £34-0a nsb
LDL (mg/dL) 116.4+21,42 120.7+18,22 nsb
Sideremia (ug/dL) 89.5+25.14 85,7 20,72 nsb
Ferritina (ng/mL) 1952 +163,92 179,4+139,72 nsb
Transferrina (mg/dL) 255,7+ 39,62 2485+34,72  nsb
Acido urico (mg/dL) 50+1,0a 49+0,9a nsb

* dati espressi come media + deviazione standard; b Test applicato: t-test per i dati accoppiati. I valori di p < 0,05 sono

considerati statisticamente significativi. Abbreviazioni: e-GFR, tasso di filtrazione glomerare stimato; TC, colesterolo totale;

HDL, lipoproteina ad alta densita; LDL, lipoproteina a bassa densita; ns, non significativo, PTH, paratormone.

Nella Tabella 4, sono illustrati i parametri di composizione corporea del gruppo dei pazienti affetti

da CKD prima e dopo il trattamento OFS; tutti i parametri esaminati non hanno subito cambiamenti

statisticamente significativi.

Tabella 4. Parametri di composizione corporea dei pazienti affetti da CKD.

TO T1 TOvs T1
Resistenza (ohm) 503 + 952 503 + 852 nsb
Reazione (ohm) 37 +62 38+8 nsb
Angolo di fase 42+0,8 4,4 +1,02 nsb
BMI (Kg/m?) 27.2+5.1a 27.145.22 nsb
Peso (Kg) 73,2+13,3 73,3+12,7a nsb
TBW (%) 55,7+7,3 55,5+6,8 nsb
ICW (%) 43,6 +5,74 441+7,12 nsb
ECW (%) 54,5 +10,12 55,5+6,9 nsb
FM (%) 30,2+ 9,42 30,5+ 8,92 nsb
FFM (%) 70.2 (46.6-88.1)c 69,8 (48,1-86,7)¢ nsd
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MM (%) 38,6 + 8,12 38,9+7,8 ns®
BCMI (Kg/m?) 79+1,9 8.1+2,0 nsP

adati espressi come media + deviazione standard; ® Test applicato: t-test per i dati accoppiati; < dati espressi come

mediana (minimo-massimo); 9 Test applicato: test Wilcoxon. I valori di p < 0,05 sono considerati statisticamente
significativi. Abbreviazioni: BMI, indice di massa corporea; TBW, acqua totale corporea; ICW, acqua intra-cellulare;
ECW, acqua extra-celllare; FM, massa grassa; FFM, massa magra; MM, massa muscolare; BCMI, indice di massa cellulare

corporea; ns, non significativo.

La pressione sanguigna non ha mostrato cambiamenti dopo il trattamento, sia nei pazienti affetti da
CKD che nei soggetti sani (Tabella 5 e Tabella 6).

Tabella 5. Pressione sanguigna dei pazienti affetti da CKD.
T0 T1 TOvs T1

Pressione sistolica (mmHg)  135+172 135+14* nst
Pressione diastolica (mmHg) 77+122 75+100 ns®

aDati espressi come media + deviazione standard; " Test applicato: test t per i dati accoppiati. I valori di p < 0,05

sono considerati statisticamente significativi. Abbreviazioni: ns, non significativo.

Tabella 6. Pressione sanguigna dei soggetti sani.

TO T1 TOvs T1
Pressione sistolica (mmHg) 117.5411,32  113.649,82 nsP
Pressione diastolica (mmHg) 73,8 + 6,62 75.1+12.02 nsP

adati espressi come media + deviazione standard;  Test applicato: t-test per i dati accoppiati. I valori di p < 0,05

sono considerati statisticamente significativi. Abbreviazioni: ns, non significativo.

E interessante notare che nei pazienti affetti da CKD é stata osservata una significativa riduzione dei
biomarcatori inflammatori esaminati; infatti, la PCR e la VES sono diminuiti in modo significativo a
T1 (dopo 5 settimane di trattamento con OFS), come riportato nella Tabella 7.

Inoltre, al T1 (Tabella 7) € stata osservata una significativa riduzione dell'attivita della e-GST.

Infine, 'HSAox non ha mostrato alcuna variazione significativa durante quattro saggi distinti dalle
settimane da 1 a 5 del trattamento con I'OFS (Figura 1 e Tabella 7).

I biomarcatori di stress infiammatorio e ossidativo dei soggetti sani sono riportati nella Tabella 8.

Non é stato osservato alcun cambiamento statisticamente significativo dopo il trattamento con I'OFS.

Tabella 7. Biomarcatori di stress infiammatori e ossidativi dei pazienti affetti da CKD.

T0 T1 TOvs T1
PCR (mg/L) 2.6(0.2-48.1)» 2.3 (0.4-34.6)» p=0,0121»
VES (mm/h) 40 + 27¢ 34 +19¢ p =0.04464
e-GST (U/g Hb) 10.0 (6.1-23.5)= 9.1 (4.8-25.8)= p=0,0296°
HSAox (%) 41 +10¢ 43 + 8¢ nsd

adati espressi come mediana (minimo-massimo); "Test applicato: Wilcoxon test; ‘Dati espressi come media +
deviazione standard; dTest applicato: test t per i dati accoppiati. I valori di p < 0,05 sono considerati
statisticamente significativi. Abbreviazioni: PCR, proteina C-reattiva; VES, velocita di eritrosedimentazione; e-GST,

glutatione transferasi eritrocitaria; HSAox, albumina sierica ossidato; ns, non significativo.
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TO 1week 2weeks 3 weeks 5 weeks(T1)

Figura1l. Albumina sierica ossidata nei pazienti affetti da malattia renale cronica. Le barre (cinque
sfumature di grigio) rappresentano i valori di HSAox determinati in vari tempi dello studio (T0-
baseline, 1 settimana, 2 settimane, 3 settimane e 5 settimane- T1) per i pazienti affetti da CKD (N -

21). I valori vengono riportati come media + deviazione standard.

Tabella 8. Biomarcatori di stress infiammatorio e ossidativo dei soggetti sani.

TO T1 TOvs T1
PCR (mg/L) 2,8+29a 18+182 nst
VES (mm/h) 85+21a 50+4,22 nsb
e-GST (U/gHb) 7,6+2,62 73+2,7a nsb
HSAox (%) 30,7+5,5a 29.7+3.2a nsb

adati espressi come media + deviazione standard; bTest applicato: t-test per i dati accoppiati. I valori di p <0,05

sono considerati statisticamente significativi. Abbreviazioni: PCR, proteina C-reattiva; VES, velocita di

eritrosedimentazione e-GST, glutatione transferasi eritrocitaria; HSAox, albumina sierica ossidata; ns, non significativo.

Nei soggetti sani, cambiamenti significativi sono stati osservati solo nella composizione corporea. In
particolare, un aumento dell'angolo di fase, della FFM (%), della MM (%) e della TBW (%) dopo il
trattamento con I'OFS (Tabella 9). In particolare, una significativa riduzione dell FM (%) & stato

osservato in soggetti sani.

Tabella 9. Parametri di composizione corporea dei soggetti sani.

TO T1 TOvs T1
Resistenza (ohm) 546 + 44 543 + 452 nsb
Reazione (ohm) 53 +12a 53 +£11a nsb
Angolo di fase 5.0 (4.5-7)¢ 5.2 (4.7-6.9)c p - 0,01954
BMI (Kg/m?) 27,4 (22,5-27,6)c 27,0 (22,4-27,8)c nsd
Peso (Kg) 73,8 (70,1-92,5)c 73,5 (69,0-92,3)c nsd
TBW (%) 52,4 + 4,12 53,1 +3,92 p - 0,00294
ICW (%) 49,3 (46,5-58,5) 50.3 (46.9-58.0)c nsd
ECW (%) 50,7 (41,5-53,5)c 49,7 (42,0-54,1)c nsd

FM (%) 28,4+5,72 27.7+5,22 p - 0,0049°
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FFM (%) 71,5+5,72 72,4+5,1= p - 0,0055>
MM (%) 45,0 + 4,72 45,7 + 4,00 p - 0,0226°
BCMI (Kg/m?) 9,2+0,9 9,4+0,8 p - 0,0163>

adati espressi come media + deviazione standard; *Test applicato: t-test per i dati accoppiati; <I dati espressi come
mediana (minimo-massimo); 4Test applicato: test Wilcoxon. I valori di p < 0,05 sono considerati statisticamente
significativi. Abbreviazioni: BMI, indice di massa corporea; TBW, acqua totale corporea; ICW, acqua intra-cellulare;
ECW, acqua extra-cellulare; FM, massa grassa; FFM, massa magra; MM, massa muscolare; BCMI, indice di massa cellulare

corporea; ns, non significativo.

E stato inoltre valutato l'impatto dellOFS sul sistema immunitario e sullo stato infiammatorio
(Tabella 10 e 11). Nei pazienti affetti da CKD e stata osservata una riduzione significativa di PLR
(146,2 (86,2-398,7) vs 122,0 (54,7-337,5), p=0,004) (Tabella 10).

Nei soggetti sani, non sono state osservate differenze statisticamente significative negli altri marcatori

biologici esaminati (Tabella 11).

Tabella 10. Altri marcatori biologici dei pazienti affetti da CKD

TO T1 TO vs T1
Rapporto piastrine/linfociti 146.2 (86.2-398.7)2 122.0 (54.7-337.5)2 p =0,004>
Rapporto neutrofilo/linfocite 1.9 (0.52-6.6)7 1.3 (0.9-8.9)a nsb
Rapporto linfociti/monociti 3.7 (1.6-10.2) 3.8 (1.6-8.1)a nsb
Linfociti (n/mms3) 1,9+0,7¢ 1,8 +0,6c nsd

adati espressi come mediana (minimo-massimo); PTest applicato: Wilcoxon test; ‘Dati espressi come media *+
deviazione standard; dTest applicato: test t per i dati accoppiati. I valori di p < 0,05 sono considerati

statisticamente significativi. Abbreviazioni: ns, non significativo.

Tabella 11. Altri marcatori biologici dei soggetti sani.

TO T1 TOvs T1
Rapporto piastrine/linfociti 121,0 + 27,4¢ 109.9+27,7¢ ns¢
Rapporto neutrofilo/linfocite 1.4 (0,5-3,2)2 1,5+0,4¢ nsb
Rapporto linfociti/monociti 4,6 +1,4¢ 51+1,4¢ nsd
Linfociti (n/mms3) 2,3 +0,5¢ 2,4 +0,5¢ nsd

adati espressi come mediana (minimo-massimo); *Test applicato: Wilcoxon test; <Dati espressi come media +
deviazione standard; dTest applicato: test t per i dati accoppiati. I valori di p < 0,05 sono considerati

statisticamente significativi. Abbreviazioni: ns, non significativo.

In precedenti studi e stata descritta una correlazione inversa tra la concentrazione di vitamina D e lo
stato infiammatorio (valutato mediante PLR e NLR) [32], per questo ¢ stato ritenuto opportuno
includere nei criteri di esclusione una concentrazione sierica di vitamina D <30 ng/ml. Inoltre, e stata
raccolta un’anamnesi farmacologica per quanto riguarda l'approccio terapeutico per la gestione del

metabolismo del calcio-fosforo (Figura 2).
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Figura 2. Terapia farmacologica sul metabolismo del calcio-fosforo.

Per confermare che i miglioramenti osservati nello stato di salute delle popolazioni studiate erano
dovuti all'assunzione di OFS e non ai cambiamenti di stile di vita (come le abitudini alimentari e
l'attivita fisica), sono stati somministrati nei due tempi dello studio (T0 e T1) a tutti i soggetti arruolati
due questionari: PREDIMED e IPAQ. Questi questionari non hanno mostrato, tra i due tempi di

osservazione, cambiamenti statisticamente significativi, confermando gli effetti putativi sulla salute
indotti dal trattamento con I’OFS (Tabella 12 e Tabella 13).

Tabella 12. Questionario PREDIMED

Pazienti affetti da CKD Soggetti sani
P P
To T (Test di McNemar) To T (Test di McNemar)
Aderenza minima (%) O 0 ns 0 0 ns
Aderenza media (%) 8 81 ns 80 80 ns
Aderenza massima (%) 14 19 ns 20 20 ns

Abbreviazione: ns, non significativa.

Tabella 13. Questionario IPAQ

Pazienti affetti da CKD Soggetti sani
P P
To T (Test di McNemar) To T (Test di McNemar)
Inattivo (%) 48 52 ns 60 60 ns
Sufficientemente attivo (%) 48 44 ns 40 40 ns
Molto attivo (%) 4 4 ns 0 0 ns

Abbreviazione: ns, non significativa.

3. Discussione

I pazienti affetti da CKD sono caratterizzati da uno stato inflammatorio cronico di basso grado, un
aumentato livello di stress ossidativo e una alterata risposta immunitaria [33]. Questi fattori sono
interconnessi con un aumento del rischio di insorgenza delle malattie CV. Per tale motivo, risulta
utile l'identificazione di un OFS naturale, non prodotto sinteticamente, standardizzato nel contenuto
di polifenoli e vitamina C, che potrebbe contrastare l'inflammazione, lo stress ossidativo e, allo stesso
tempo, modulare la risposta immunitaria. L’OFS sarebbe uno valido strumento per migliorare la
qualita della vita e ridurre la comorbilita CV nei pazienti nefropatici in terapia conservativa.

Nel presente studio, ¢ stato evidenziato che l'assunzione di OFS Siuper® per cinque settimane
diminuisce significativamente i biomarcatori infiammatori tradizionali come la PCR, la VES e un
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nuovo biomarcatore infiammatorio come il PLR. Quest'ultimo & stato correlato allo stato
proinfiammatico e protrombotico [34]. Inoltre, studi precedenti hanno dimostrato che alti livelli di
PCR, la proteina di risposta della fase acuta, sono correlati ad un pit alto tasso di ospedalizzazione e
a livelli piu bassi di albumina sierica nei pazienti in pre-dialisi [35]. Valori elevati di PCR sono
correlati ad un aumento dello spessore medio-intimale carotideo nei pazienti in pre-dialisi,
evidenziando una correlazione diretta tra la concentrazione di PCR e le LDL ossidate [36]. Pertanto,
appare evidente una possibile relazione tra 'aumento dello stress ossidativo e l'inflammazione, nei
pazienti uremici. Tuttavia, in questo studio non é stata osservata una riduzione significativa in
termini di stress ossidativo monitorata mediante HSAox. Questo risultato potrebbe essere
interpretato con un tempo limitato di somministrazione dell'OFS o con la necessita di aumentare il
contenuto di polifenoli e vitamina C per ogni dose di OFS.

I principali costituenti con potenziale impatto terapeutico dell’lOFS sono: rosa canina, zinco ed
Echinacea angustifolia.

In particolare, precedenti studi hanno mostrato che i livelli di zinco sono inversamente correlati alla
concentrazione di citochine pro-infiammatorie, come IL-6, IL-8 e il fattore-a di necrosi tumorale
(TNF-a) [37,38], regolando la loro espressione genica [39]. Nell’OFS selezionato la dose di zinco per
ogni capsula e di 4,5 mg; pertanto, la dose giornaliera di zinco somministrata era di 13,5 mg, a seguito
dell'assunzione giornaliera massima tollerabile (25 mg/giorno), come suggerito dai LARN italiani
[40]. Pertanto, la riduzione dei biomarcatori infiammatori, osservata dopo 5 settimane di trattamento
con I'OFS, puo essere in parte attribuibile all'azione antinflammatoria dello zinco.

Inoltre, anche Echinacea angustifolia ha mostrato proprieta antinflammatorie come riportato in uno
studio su modelli animali condotto da Aarland et al. [41]. Confermando cosi i dati precedenti che
mostrano una riduzione dell'infiltrazione delle cellule infiammatorie, in uno studio in vitro [42].
Infine, la rosa canina, ricca di vitamina C e composti polifenolici, sembrerebbe esercitare un effetto
antiossidante e antinfiammatorio [43]. Uno studio interessante ha dimostrato la sua azione
antinfiammatoria sulla chemiotassi polimorfonucleare, evidenziando che questo effetto e esercitato
in maniera "dose dipendente" [44]. Un ulteriore effetto mostrato da un estratto aquoso di rosa canina
e stata l'inibizione, in vitro, di COX-1 e COX-2 [45].

In questo studio, una riduzione significativa dell'attivita della e-GST, dopo cinque settimane di
assunzione dell’OFS, ¢ stata osservata nei pazienti con CKD. L'attivita di questo enzima puo essere
correlata alla presenza di tossine uremiche, come precedentemente dimostrato nei pazienti uremici
[46,47]. Nel presente studio, la riduzione dell’e-GST dopo il trattamento con 1'OFS selezionato nei
pazienti affetti da CKD (Tabella 5) e la mancanza di variazione di HSAox (Figura 1 e Tabella 5),
indicano che Siuper® ha principalmente un'azione disintossicante. Infatti, parametri aggiuntivi
confermano il beneficio di tale OFS nei pazienti affetti da CKD attraverso la significativa riduzione
dell'azotemia e dell'albuminuria al T1. La riduzione dell'azotemia pu0 essere vista come
un'espressione di un miglioramento dello stato di tossicita ematica, confermando la possibile azione
disintossicante dell'OFS; mentre I'albuminuria ¢ un indicatore utile della progressione della CKD ed
e direttamente correlato al rischio CV [48].

Questa azione disintossicante dell’OFS sembrerebbe essere causata dal suo contenuto in polifenoli e
in vitamina C, in quanto entrambi sono in grado di ridurre la formazione di specie reattive di ossigeno
(ROS), svolgendo un ruolo chiave nella disintossicazione cellulare [30,49]. Inoltre, uno studio
condotto su giovani adulti sani ha mostrato che una bassa concentrazione sierica di acido ascorbico
e correlata alla concentrazione di glutatione, tioli e alla capacita antiossidante totale [50].

E stato anche osservato un miglioramento del profilo lipidico con una riduzione statisticamente
significativa dei valori di trigliceridi nel sangue alla fine del trattamento con I'OFS (Tabella 2). Questo
risultato conferma la possibile attivita benefica dell'OFS nella riduzione del rischio di CV [51]. Alti
livelli ematici di trigliceridi predispongono ad un rischio maggiore di eventi CV, soprattutto se
associati ad altri fattori di rischio come alto colesterolo LDL, obesita e DM [52,53].

Questo effetto dell’ OFS potrebbe essere indotto dalla presenza di rosa canina, come evidenziato da
studi precedenti. Infatti, la somministrazione di estratti di rosa canina (200 mg/kg/giorno) in modelli
murini ha causato, dopo 14 giorni, una riduzione dei trigliceridi plasmatici e dei livelli di acidi grassi
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liberi. Questa azione sembrerebbe essere esercitata dalla sua frazione polifenolica, in particolare dalla
presenza del trans-tiliroside, che sembrerebbe promuovere il metabolismo lipidico [54].

Un altro studio conferma I'azione di riduzione dei lipidi ematici esercitata dalla rosa canina, infatti
nei ratti la concentrazione di colesterolo e trigliceridi era significativa pit1 bassa dopo una dieta ricca
di rosa canina rispetto ai ratti non trattati [55].

Sono stati inoltre mostrati una riduzione statisticamente significativa della transferrina e un aumento
della ferritina, pur rimanendo entro l'intervallo di normalita (Tabella 2). La loro sintesi € autoregolata
in relazione allo stato marziale, ma la loro concentrazione puo essere influenzata da altri fattori non
correlati ai livelli sierici di ferro, come lo stato di flogosi, le epatopatie [56], la malnutrizione e la
sindrome nefrotica [57].

Per quanto riguarda i possibili effetti dell'OFS selezionato sulla composizione corporea nei pazienti
affetti da CKD, non sono stati osservati cambiamenti statisticamente significativi. Al contrario, in
soggetti sani e stato osservato un miglioramento nella composizione corporea. In particolare, una
riduzione della FM e un aumento dell'angolo di fase, TBW, FFM, MM e BCML Pertanto, possiamo
ipotizzare che I'OFS possa agire a livello metabolico stimolando il metabolismo energetico [12].

Nei pazienti con CKD, tale miglioramento non & osservato presumibilmente poiché questa
condizione induce, soprattutto nelle fasi terminali, uno stato di acidosi metabolica, che & responsabile
di stimolare la via ubiquitina-proteasoma, che puo indurre la proteolisi muscolare [58,59]. Pertanto,
al fine di valutare il possibile effetto benefico di OFS sulla composizione corporea, sara necessario
condurre uno studio clinico randomizzato in cui verra valutata anche 'acidosi metabolica. Inoltre, la
composizione corporea sara determinata non solo attraverso la BIA, ma anche attraverso ulteriori
metodi diagnostici, come l'assorbimetria a raggi X a doppia energia.

Per dimostrare la correlazione tra la diminuzione dello stress ossidativo e la somministrazione di
composti bioattivi naturali (come polifenoli e vitamina C) in presenza di CKD, sono in corso ulteriori
studi tra cui la valutazione dello stress ossidativo plasmatico, dei radicali liberi totali e della capacita
antiossidante totale del plasma, oltre ai parametri descritti in questo studio.

In conclusione, I’OFS selezionato sembrerebbe utile nel trattamento dello stato infiammatorio cronico
e della tossicita del sangue nei pazienti affetti da CKD. I risultati promettenti ottenuti nel presente
studio pilota hanno gettato le basi per un'ulteriore sperimentazione clinica randomizzata, condotta
su un maggior numero di pazienti che sara necessaria per confermare questi risultati.

4. Materiali e metodi

4.1. Integratore alimentare orale, analisi della vitamina C, contenuto totale di polifenoli e capacita antiossidante
in vitro

L'OFS era il Siuper® Marispharma, Frosinone, Italia, a base di Echinacea angustifolia, zinco, rosa canina,
propoli e pappa reale. Nel presente studio pilota L’OFS e stato somministrato alla dose di 400 mg (3
cps/ die), per la valutazione dei suoi possibili effetti sullo stato infiammatorio, OS, tossicita ematica,
composizione corporea e funzione renale nei pazienti CKD e nei soggetti sani. L'estratto secco di rosa
canina utilizzato come ingrediente e stato fornito dall’azienda farmaceutica Marispharma.

Per I'estrazione della vitamina C, 400 mg di polvere dell’OFS o estratto secco di rosa canina sono stati
mescolati in 4,0 mL 70:30 EtOH:H20 (pH 2.4 per aggiunta di HCOOH) a temperatura ambiente per
30 min, centrifugato a 14.000 giri/min per 5 min e analizzati. Per I'estrazione di polifenoli, 500 mg di
polvere dell'OFS o estratto secco di rosa canina sono stati mescolati in 25,0 mL di 70:30 EtOH:H20O
(pH 3.2 per aggiunta di HCOOH) per 24 ore, centrifugato a 14.000 giri/min per 5 min e analizzati.
Le analisi HPLC/DAD sono state eseguite con una cromatografia liquida HP-1100 dotata di un
rilevatore DAD (Agilent-Technologies, Palo Alto, USA) e di una colonna SB-aq C18 (150 x 4,6 mm i.d.
5 m) (Phenomenex Agilent-Technologies, Palo Alto, USA). Per l'acido ascorbico e stato applicato un
flusso di 0,4 mL/min per 8 min con una fase mobile 95% H20 (pH 3.2 per aggiunta di HCOOH) (A)
5% CH3CN (B). Per l'analisi dei polifenoli, e stato applicato un gradiente lineare multifassaggio da
100% A a 100% B in 43 min con un flusso di 0,4 mL/min.
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L'analisi qualitativa e stata eseguita secondo i dati cromatografici e spettrofotometrici, rispetto agli
standard specifici disponibili. La quantificazione della vitamina C e stata eseguita utilizzando una
curva di taratura a 5 punti (12 2 0,999) in acido ascorbico a 260 nm.

I fenoli totali e i polifenoli sono stati valutati mediante analisi spettrofotometrica Folin-Ciocalteu,
misurando I'assorbimento a 725nm di una soluzione campione contenente reagente Folin-Ciocalteu,
20% Na2CO:s dopo l'incubazione di 40 minuti. La curva di taratura e stata ottenuta utilizzando cinque
soluzioni di acido gallico a diverse concentrazioni. Il contenuto di fenoli di ogni campione & espresso
come GAE e correlato all'attivita antiossidante in vitro [30,31].

Tutte le analisi sono state effettuate in triplice analisi; i risultati sono dati come media e I'errore
standard é stato <3%.

4.2. Prodotti chimici e reagenti

Cistamina, 1-cloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB), acido etilenediaminetetraacetico (EDTA), 5,5-
dithiobis(2-acido nitrobenzoico) (DTNB) (reagente di Ellman), glutathione (GSH), acido formice
(HCOOH) HPLC, acetonitrile (CHsCN) GRADO HPLC, etanolo (EtOH) grado HPLC, acido
ascorbico, Folin-Ciocalteu reattivo, carbonato di sodio (Na2COs) e tutti gli altrireagenti sono stati
acquistati da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

4.3. Pazienti

Uomini e donne di eta compresa tra 18 e 80 anni sono stati considerati idonei per lo studio. Il
protocollo di studio ha rispettato la dichiarazione di Helsinki ed e stato approvato dal Comitato Etico
di Fondazione Policlinico Tor Vergata (PTV) di Roma.

Prima di iniziare allo studio, un consenso scritto pienamente informato ¢ stato fornito a tutti i pazienti
CKD e ai soggetti sani. I criteri di esclusione erano: cancro, epatite B e C, disturbi reumatologici (ad
esempio, lupus eritematoso sistemico), gravidanza, emodialisi, indice di massa corporea (BMI) <18,5
Kg/m?, concentrazione di vitamina D <30 ng/ml e l'assunzione di integratori orali negli ultimi tre
mesi.

Un totale di 21 pazienti (eta media 68,7 + 10 anni), affetti da CKD (stadio I- IV secondo le linee guida
della National Kidney Foundation Kidney-Disease Outcomes Quality Initiative [60]), sono stati
reclutati dal Centro di Ipertensione e Nefrologia unita di Fondazione PTV, Roma.

Nei pazienti affetti da CKD, le cause principali dell'insufficienza renale sono state:
glomerulonephritis (10%), nefroangiosclerosi (48%), nefropatia diabetica (14%), pielonefrite cronica
(5%) malattia policistica renale dominante autosomale (9%) e altre cause (14%).

All'inizio dello studio ¢ stata eseguita una anamnesi medica completa per raccogliere informazioni
sullo stato di salute, sui farmaci assunti, sulle abitudini alimentari, sul consumo di alcol,
sull’abitudine tabagica e sulla storia familiare per le malattie croniche.

Dieci volontari sani matchati per i parametri di eta, sesso e composizione corporea come peso, altezza
e BMI, costituivano il gruppo di controllo.

Tutti i soggetti arruolati (pazienti con CKD e soggetti sani) sono stati trattati per cinque settimane con
I'OFS (3 cps/die).

Una valutazione completa dei parametri laboratoristici e della composizione corporea e stata
condotta in due diversi tempi dello studio, al basale (T0) e dopo cinque settimane di trattamento con
I’OFS (T1). Solo 'HSAox e stato monitorata ogni settimana.

4.4. Misure antropometriche e valutazione della composizione corporea

I parametri antropometrici di tutti i partecipanti sono stati registrati secondo i metodi standard [61].
Il peso corporeo (kg) e stato misurato al piu vicino 0,01 kg, utilizzando una bilancia (Seca 711,
Amburgo, Germania). L'altezza (m) e stata misurata utilizzando uno stadiometro al pit1 vicino 0,1 cm
(Seca 220, Amburgo, Germania). Il BMI e stato calcolato come peso corporeo diviso per altezza al
quadrato (Kg/m?2).

Per la valutazione della composizione corporea, tutti i soggetti arruolati hanno eseguito 1'analisi
dell'impedenza bioelettrica (BIA) mono-frequenza (50 KHz). La resistenza (R), la reattanza (Xc) e
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I’angolo di fase sono stati misurati utilizzando uno strumento BIA 101S (Akern/RIL System-Florence)
[62].

4.5. Parametri laboratoristici

Per la misurazione dei parametri laboratoristici, € stato utilizzato un analizzatore di ematologia
automatizzato XE-2100 (Sysmex, Kobe, Giappone) per la determinazione dell'emoglobina (Hb). Tutti
i parametri di routine sono stati determinati utilizzando Dimension VISTA 1500 (Siemens Healthcare
Diagnostics, Milano, Italia).

Il profilo lipidico, come il colesterolo totale (TC), i trigliceridi, la lipoproteina a bassa densita (LDL) e
la lipoproteina ad alta densita (HDL), e stato determinato da tecniche colorimetriche ezymatiche
standard (Roche modular P800, Diagnostica Roche, Indianapolis, IN, USA).

4.6. Questionari

Sono stati somministrati due questionari ai soggetti arruolati: Prevencian con Dieta Mediterranea
(PREDIMED) [63] e International Physical Activity Questionnaire (IPAQ) [64], all'inizio e alla fine
dello studio. Il primo & stato somministrato per valutare l'aderenza alla dieta mediterranea, il secondo
e stato somministrato per valutare il grado di attivita fisica prima e dopo il trattamento con I'OFS.
Entrambi i questionari sono stati somministrati al fine di escludere possibili bias legati alle abitudini
alimentari o all'attivita fisica sui parametri esaminati nello studio.

4.7. Attivita della glutathione transferasi eritrocitaria

L'attivita della e-GST e stata valutata utilizzando un'analisi spettrofotometrica a 340 nm (37 gradi
centigradi), con uno spettrofotometro Uvikon 941 Plus (Kontron Instruments, Watford, Herts, Regno
Unito). Poco dopo, 40 1 di sangue intero sono stati diluiti in 1 ml di acqua bi distillata causando
I'emolisi dell'etritocite immediata. Dopo di che, 100 | di sangue emoliizzato sono stati diluiti in un
volume finale di 1 ml contenente 1 mM GSH, 1 mM CDNB in 0,1 M di tampone di potassio pH 6.5
[65]. I dati sono stati riportati come unita enzima (U) per grammo di emoglobina (Hb) (U/gHb):
un'unita e la quantita di enzima che catalizzare la coniugazione di 1 micromole di GSH a CDNB in 1
min a 37 gradi centigradi [66].

4.8. Albumina sierica ossidata

La HSAox e stata determinata sottraendo i valori di HSA ridotta dal totale della HSA. L'HSA ridotta
e stata determinata sfruttando la reazione veloce della cistamina con Cys34, I'unica cisteina libera
nell'albumina che e parzialmente presente come disulfide misto (generalmente con cisteina) a
seconda dello stato redox del siero umano. La cisteamina rilasciata e stechiometrica con Cys34 e puo
essere determinata con DTNB (&412nm= 14.100 M cm). L'analisi e stata eseguita con uno
spettrofotometro Kontron Uvikon 941 Plus (Kontron Instruments) a 412 nm a 25 gradi centigradi.
Un volume di siero umano di 50 I e stato diluito in 8901 di tampone di fosfato di potassio 0,1 M pH
8.0, registrando un campione autozero. Nella soluzione sono stati quindi aggiunti 50 1 di DTNB
(concentrazione finale di 50 M) e 10 1 di cistamina (1 mM di concentrazione finale). Dopo
un'incubazione di 15 minuti a temperatura ambiente, I'assorbimento ¢ stato registrato [46]. L'HSA
totale ¢ stata determinata in base ai protocolli di laboratorio standard.

4.9. Analisi statistica

I dati vengono riportati come media + deviazione standard per le variabili parametriche e come
mediana (intervallo minimo-massimo) per le variabili non parametriche. Tutte le variabili continue
sono state controllate per la normalita utilizzando il test Kolmogorov-Smirnov. Le differenze tra il
baseline e i risultati finali per i valori parametrici sono state testate con un test t accoppiato. I dati
delle variabili non parametriche sono stati analizzati per verificarsi con il test Wilcoxon. 1l livello
minimo di significativita delle differenze e stato fissato a p < 0.05. Il confronto tra gruppi e stato
eseguito con ANOVA. Nel presente studio, ogni soggetto arruolato era il controllo di sé stesso.
Inoltre, le brevi matrici di dati di PREDIMED e IPAQ sono state analizzate con il test di McNemar
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[67]. Questa analisi e stata eseguita utilizzando il pacchetto statistico per le scienze sociali di
Windows, versione 15.0 (SPSS, Chicago, Illinois, USA). La visualizzazione grafica e deirisultati e stata
ottenuta da GraphPad Prism (La Jolla, CA, USA).

Approvazione etica: Lo studio e stato approvato dal Comitato Etico Istituzionale del Policlinico Tor Vergata.
Tutte le procedure eseguite in studi che coinvolgevano 1'uomo erano conformi alla dichiarazione di Helsinki del
1964 e ai suoi successivi emendamenti o a norme etiche comparabili. Il numero di protocollo dello studio era
78/18.

Contributi degli autori: Concettualizzazione, A.N. e A.R.; metodologia, M.C. e G.C; indagine, M.D.L.; data
curation, A.B.,, GM. e M.D.L,; scrittura- preparazione del progetto originale, A.N. A.B.,, G.M. e AR;; scrittura-
revisione e modifica, N.D.D. Tutti gli autori hanno letto e accettato la versione pubblicata del manoscritto.
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