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INTRODUZIONE

I. Composti di origine vegetale utilizzati nella terapia antitumorale

Le piante hanno una lunga storia nel trattamento antitumorale [Hartwell WB, 1982] svolgendo
un ruolo significativo come sorgente diretta o indiretta di farmaci. Pitt del 60% dei farmaci
antineoplastici infatti, hanno origine naturale, derivando da piante, organismi marini e
microrganismi [Cragg GM and Newman DJ, 2005; Newman DJ et al., 2003].

Il successo della ricerca di agenti antitumorali da organismi vegetali ¢ iniziata a meta del XX
secolo con la scoperta degli alcaloidi della Vinca e 1’isolamento delle podofillotossine. In
seguito a queste evidenze, il National Cancer Institute (NCI) ha avviato nei primi anni *60 un
intenso programma di raccolta e screening di piante, focalizzando 1’attenzione su quelle
provenienti dalle zone temperate del pianeta. La realizzazione di questo programma ha
permesso di individuare molti nuovi composti ad alto potenziale citotossico, fra cui le
camptotecine e i taxani. Tale ricerca si ¢ conclusa negli anni 90, portando diverse nuove
molecole in fase clinica di studio e molte altre in fase pre-clinica avanzata [Cragg GM and
Newman DJ, 2005]. Questo successo ¢ legato all’incredibile biodiversita presente nel regno
vegetale che ha dimostrato e continua a dimostrare di essere una preziosa fonte di nuovi
farmaci in campo antitumorale ma non solo [Balandrin MF et al., 1993; Farnsworth NR,
1990; Cragg GM and Newman DJ, 1999]. Di seguito & stata riportata una breve rassegna di
alcune tra le principali piante medicinali da cui sono derivati importanti farmaci utilizzati
nella terapia antitumorale, andando dal piu antico Colchicum autumnale al Podophyllum
peltatum, dalla Camptotheca acuminata ¢ Catharanthus roseus al Chelidonium majus e al

Taxus baccata e brevifolia .



LI Alcaloidi della Vinca
Gli alcaloidi della Vinca sono composti azotati di origine completamente naturale o
semisintetica, estratti dalla specie Catharanthus roseus (Vinca rosea), un’erba della famiglia

delle Apocinaceae, eretta, di 35-80 cm di altezza (Fig. 1)[Katzung BG, 2003].

Fig. 1: fiore della Vinca

La droga ¢ costituita dall’intera pianta, da cui sono stati isolati una novantina di alcaloidi di
cui solo alcuni si sono dimostrati efficaci come antineoplastici. Di questi, quelli pit noti ed
utilizzati, vinblastina, vincristina e vindesina, si trovano in percentuale assai bassa nella pianta
(0,0002%) e trovano impiego nel trattamento di leucemie acute, leucemie mieloidi croniche,
linfomi Hodgkin e non- Hodgkin e alcuni tumori solidi (per esempio tumore della mammella,
del testicolo e del polmone). In particolare, la vinorelbina, un alcaloide semisintetico della
Vinca, viene utilizzata per il trattamento del carcinoma mammario avanzato [Bruni A, 1999;
Rowinsky EK and Donehower RC, 1995].

Il principale meccanismo con cui queste molecole esplicano 1’azione citotossica ¢ dato dalla
interazione con la tubulina, determinando un’alterazione della funzione dei microtubuli,
costituenti essenziali del citoscheletro, da cui dipende la formazione del fuso mitotico. Il
risultato di questa azione ¢ ’arresto mitotico in metafase, la disgregazione del fuso mitotico

ed una alterazione dei processi di segregazione dei cromosomi [Jordan MA et al., 1991]. Gli



alcaloidi della Vinca sono in grado di esplicare anche altre azioni a livello cellulare, in
particolare 1’inibizione della sintesi proteica e degli acidi nucleici, 1’alterazione del
metabolismo lipidico e dei lipidi di membrana, I’incremento dei livelli di cAMP [Beck WT,

1984].

L.II Podofillotossine
Le podofillotossine, sono composti derivanti principalmente dal Podophyllum peltatum
(Podofillo o mandragola), una pianta erbacea perenne della famiglia delle Berberidaceae (Fig.

2).

Podophyllum pe.I[atum

Fig. 2: fiore del Podophyllum peltatum

La podofillotossina ¢ estratta dalla radice e, con i suoi derivati semisintetici etoposide e
teniposide, rappresenta un farmaco attivo contro una varieta di linfomi (tra cui il linfoma di
Hodgkin) e contro il cancro del testicolo, il cancro del polmone (in particolare a piccole
cellule) e la leucemia acuta.

Il loro meccanismo d'azione consiste nel bloccare le cellule nell’ultima parte della fase S e in
G; della mitosi, inibendo la topoisomerasi Il e, quindi, bloccando la sintesi del DNA [Katzung

BG, 2003].



L.III Derivati del Colchicum autumnale
Il Colchicum autumnale ¢ una piccola pianta erbacea della famiglia delle Liliaceae molto

comune in Italia, con fiori di colore lilla-rosa (Fig. 3)

Fig. 3: fiori di Colchicum autumnale

Di questa pianta vengono utilizzati il bulbo, i semi ed i fiori che contengono amido, zucchero,
gomma, resina e due alcaloidi: colchicina e colchiceina; la prima ¢ cristallizzabile, insolubile
in acqua e viene impiegata in dosi molto piccole (0.5-1 mg) data la sua elevata tossicita. La
colchiceina, invece, non trova applicazioni importanti [Bruni A,1999].

Tra 1 principi attivi contenuti nel Colchicum autumnale ci sono anche la demecolcina e il
colchicoside.

Come per i derivati della Vinca, questi alcaloidi rappresentano “veleni del fuso mitotico” usati

nella terapia di leucemie e linfomi.

LIV Camptotecine
La Camptoteca acuminata (Fig. 4) ¢ un albero della famiglia delle Nyssaceae, originaria di

Cina e Tibet.



Fig. 4: pianta di Camptotheca acuminata

N

La camptotecina ¢ un alcaloide naturale estratto da tale pianta, la cui principale attivita
citotossica dipende dall’interazione con l’enzima topoisomerasi I, che & responsabile della
riduzione della tensione torsionale nel DNA superavvolto.

Derivati di questa molecola come il topotecano e I’irinotecano (pro-farmaco) sono stati
recentemente sperimentati con buoni risultati nel trattamento di neoplasie ovariche
metastatizzate, comprese quelle resistenti al cisplatino, del carcinoma del colon e del retto,
compresi quelli non responsivi al 5-Fluorouracile e del carcinoma del polmone e del pancreas
[Katzung BG, 2003].

Le camptotecine si legano e stabilizzano il legame tra topoisomerasi I e DNA, consentendo il
taglio dell' acido nucleico da parte della topoisomerasi, ma inibendo la successiva richiusura

dell'elica e determinando l'accumulo di filamenti singoli di DNA e conseguente morte

cellulare [Hsiang Y et al., 1985].

L.V Taxani

I componenti di questa classe sono alcaloidi di origine naturale come il paclitaxel (Taxol®),
che viene estratto dalla corteccia del Taxus brevifolia (Fig. 5), o derivati semisintetici come
docetaxel, largamente utilizzati nella terapia antitumorale. Il loro meccanismo d’azione si

basa sulla capacita di interferire con la formazione dei microtubuli, agendo su target



molecolari differenti rispetto agli altri composti naturali come le podofillotossine, la
colchicina e gli alcaloidi della Vinca. In particolare, il paclitaxel e suoi derivati si legano al
microfilamento determinandone una stabilizzazione prolungata con conseguente alterazione

della formazione del fuso mitotico [Jordan MA et al., 1993].

Fig. 5: albero di Taxus brevifolia

I taxani sono utilizzati nella terapia di neoplasie ovariche, della mammella, del polmone, della
vescica e della prostata; ¢ stato inoltre dimostrato che il docetaxel ha una pit ampia attivita

radiosensibilizzante rispetto al paclitaxel [Katzung BG, 2003].



I1. Specie medicinali di Echinacea

L’Echinacea ¢ una pianta erbacea perenne appartenente alla famiglia delle Asteraceae
(Compositae); nota anche come “purple coneflower”, rappresenta una delle piante medicinali
pit popolari [Bruni A, 1999; Barnes J et al., 2005]. Formulazioni a base di Echinacea sono tra
i preparati fitoterapici “best-selling” a livello mondiale [Barnes J et al., 2005] e impiegati
tradizionalmente per la loro capacita di stimolare il sistema immunitario, per ’attivita
antinfiammatoria e per quella antivirale [Duff Sloley B et al., 2001].

Al genere appartengono dieci specie originarie del Nord America [Laasonen M et al., 2002]:
E. purpurea (Purple Coneflower); E. pallida (Pale-Purple Coneflower); E. angustifolia
(Narrow-Leaved Coneflower); E. atrorubens; E. tennesseensis; E. paradoxa; E. simulata; E.
gloriosa; E. levigata, anche se, in letteratura, si trovano spesso riportate nove specie di
Echinacea [Bruni A, 1999], in quanto la specie tennesseensis ¢ indicata come una varieta di

E. angustifolia per la forte somiglianza morfologica [Binns SE et al., 2002]

In ambito terapeutico vengono utilizzati soltanto gli estratti di 3 specie, I'E. pallida,

angustifolia e purpurea (Fig. 6) [Percival SS, 2000].

E. angustifolia E. purpurea E. pallida

Fig. 6: Fiori delle specie medicinali di Echinacea



IL.I Storia dell’utilizzo a scopo medicamentoso delle specie di Echinacea

L’ Echinacea ¢ stata usata a lungo dalle popolazioni native del Nord America come rimedio
per curare morsi di serpenti, punture di insetti, ferite infette, foruncoli, eczemi, infiammazioni
ghiandolari, infezioni del tratto respiratorio superiore, come sedativo di svariate patologie
come mal di stomaco, ulcere buccali, mal di denti e mal di gola. Nei primi anni del XIX
secolo, I’Echinacea divenne popolare anche in ambito medico per la cura di infezioni ed
inflammazioni, in particolare negli Stati Uniti d’America. Il riconoscimento delle proprieta
farmacologiche inizio nella seconda meta del 1800, quando fu segnalata una miracolosa cura,
denominata “Meyer’s Blood Purifer”, costituita da E. angustifolia. Agli inizi del XX secolo,
I’Echinacea acquisi maggiore importanza in quanto fu ampiamente utilizzata da un
movimento di medici noti come “Eclettici” la cui pratica medicinale si basava principalmente
sull’uso terapeutico di piante, al fine di trattare prevalentemente alcune infezioni batteriche
croniche, la sifilide ed una varieta di disturbi a carico dei reni e del tratto urinario. Nel 1916
le radici di E. angustifolia e pallida vennero catalogate come droghe officinali e furono
introdotte all’interno del Formulario Nazionale degli USA, dove permasero fino al 1950. In
seguito, con I’avvento della farmacologia di sintesi, negli Stati Uniti, 1’Echinacea perse
popolaritda come medicinale, tuttavia, il suo impiego continuo in Germania dove la pianta fu
per la prima volta analizzata e testata per scopi omeopatici [Blumenthal M, 1998].
Attualmente, I’utilizzo delle tre specie di Echinacea ¢ ampio e diffuso; in Germania, pit di
300 preparazioni farmaceutiche contengono le tre specie di Echinacea, spesso presenti in
associazione tra loro o in associazione con altre sostanze, sotto forma di estratti, pomate o

tinture.

ILIT Composizione chimica delle specie medicinali di Echinacea

Per molto tempo solo la radice di Echinacea & stata impiegata come droga, mentre,



successivamente, sono state individuate molecole attive anche in altre parti della pianta, quali

foglie, rizomi, fiori e semi.

Finora, le tre specie di Echinacea (E. purpurea, E. pallida, E. angustifolia) sono state
utilizzate in terapia indistintamente, mentre, solo recentemente, alcuni studi hanno
riconosciuto 1’importanza di identificare e caratterizzare i costituenti biologicamente attivi
nelle diverse specie [Melchart D ef al., 1998]. In particolare, lo studio della composizione
chimica ha messo in evidenza notevoli differenze nella distribuzione dei principi attivi

[Barnes J et al., 2005].
Sono state individuate tre classi principali di composti chimici [Bone K, 1997]:

» Frazione polifenolica
» Frazione polisaccaridica
» Frazione lipofila

La frazione polifenolica ¢ costituita da composti a media polarita, ben solubili in alcool, tra i

quali prevalgono derivati caffeoilchinici, come la cinarina (Fig. 7) e i glicosidifenilpropanoidi.

Fig. 7: Struttura della cinarina (acido 1,3-dicaffeoil-chinico)

Tra i glicosidi fenilpropanoidi, 1’echinacoside (Fig. 8), responsabile dell’attivita antibatterica,

€ uno specifico marcatore, per cui definisce nella droga il titolo commerciale [Bruni A, 1999].



Fig. 8: Struttura dell’echinacoside

Originariamente, 1’echinacoside ¢ stato isolato dalle radici dell’E. angustifolia [Stoll A et al.,
1997], ma in seguito ¢ stato trovato anche nelle foglie e nelle radici dell’E. pallida [Bauer R
and Wagner H, 1996]. L’echinacoside costituisce la principale molecola di natura idrofila
presente in E. angustifolia con livelli che variano tra lo 0.3%-1.3%; in E. pallida si riscontra

con un contenuto in percentuale compreso tra lo 0.4 e I'1.7% [Perry NB et al., 2001].

La cinarina ¢ stata isolata esclusivamente nelle radici di E. angustifolia, per cui la presenza o
assenza di tale sostanza consente di discriminare con certezza tra radici di E. angustifolia e

radici di E. pallida [Bauer R and Wagner H, 1991].

I principali composti fenolici dell’ Echinacea purpurea sono 1’acido cicorico (Fig. 9) e I’acido
caftarico o acido caffeoiltartarico (Fig. 10), presenti nelle radici e nella parte apicale della

pianta.
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Fig. 10: Struttura dell’acido caftarico (acido 2-O-caffeoil-tartarico)

I livelli di acido cicorico e di acido caftarico sono variabili a seconda del periodo di crescita

[Perry NB et al., 2001].

Il rapporto tra il livello di questi due composti differisce notevolmente tra radici e parti aeree
e potrebbe quindi aiutare nella distinzione degli estratti di radice di E. purpurea dagli estratti
della parte superiore della stessa pianta, sebbene la composizione in alchilamidi sia un metodo

piu discriminante per distinguere le parti della pianta [Perry NB et al., 1997].

L’acido cicorico possiede proprieta che potrebbero contribuire all’azione immunostimolante,
a differenza dell’echinacoside che sembra non avere rilevanza sul sistema immunitario [Bauer

R, 1999].

N

La frazione polisaccaridica ¢ la parte polare dei principi attivi; essa ¢ costituita da

polisaccaridi ad elevato peso molecolare (eteroxilani, arabinogalattani, fruttani, xiloglucani),

11



responsabili dell’attivita immunostimolante dell’ Echinacea.

Sono stati isolati dalle parti aeree di E. purpurea due polisaccaridi con proprieta
immunostimolanti, definiti PSI e PSII. 1l composto PSI ¢ un 4-O-
metilglucoronoarabinoxilano, costituito principalmente dall’acido 4-O-metilglucuronico e
dagli zuccheri arabinosio, xilosio e glucosio. Il composto PSII & un arabinoramnogalattano,
formato essenzialmente dagli zuccheri arabinosio, ramnosio e galattosio, oltre che da acido

glucuronico.

Un polimero costituito da xiloglucano, xilosio e glucosio ¢ stato isolato dalle foglie e dallo
stelo di E. purpurea [Stuppner H et al., 1991]. Sono state isolate, inoltre, alcune glicoproteine,

composte da polisaccaridi legati a proteine [Bauer R and Wagner H, 1991].

Un'altra molecola polisaccaridica importante per la sua azione farmacologica ¢ I’echinacina

B, riscontrata solo nell’ Echinacea purpurea.

In generale, i polisaccaridi rappresentano i metaboliti primari di una pianta, in quanto sono
essenziali per i processi vitali; essi, infatti, formano importanti elementi strutturali come la
parete cellulare e rappresentano una riserva di carboidrati. Tuttavia, i livelli di polisaccaridi
ritrovati nelle preparazioni di Echinacea non sono cosi elevati se confrontati con i funghi o
con altri accumulatori di polisaccaridi, come le specie di Althaea officinalis e Aloe. Si ritiene
possibile, quindi, che i polisaccaridi dell’ Echinacea possiedano una qualche potente azione
farmacologica sul sistema immunitario [Bauer R and Wagner H, 1991; Speroni E et al., 2002;

Gonda R et al., 1993; Shimizi N et al., 1989].

La porzione lipofila delle specie di Echinacea contiene, oltre ai componenti tipici degli oli

essenziali [Bruni A, 1999], numerosi acetileni e alchilamidi [Bone K, 1997].

La presenza degli acetileni (poliacetileni e polieni) ¢ tipica della famiglia delle Asteraceae e i

livelli piu alti di questi composti sono registrati nelle radici; in particolare, per il genere

12



Echinacea, la specie pallida ¢ quella che mostra il maggior contenuto in alcuni poliacetileni,
quali chetoalcheni e chetoalchini, assenti nelle altre due specie di interesse commerciale
[Pellati F et al., 2007]. Queste sostanze impartiscono alla radice di E. pallida un particolare

sapore di terra, che ne rende facile ’identificazione organolettica.

Le alchilamidi non sono costituenti comuni delle piante; la maggior parte di queste molecole,
in particolare le isobutilamidi, sono state isolate dalle parti aeree e dalle radici di F.

angustifolia e purpurea.

Le alchilamidi sono formate da acidi carbossilici altamente insaturi, legati ad amine, pil

comunemente isobutilamine o 2-metilbutilamine (Fig. 11).

A

H

Fig. 11: Struttura del gruppo amidico

E possibile che il legame amidico possa subire una rottura dando origine ad acidi carbossilici

ed amine. E stato osservato che la molecola attiva di questi composti & proprio 1’acido

carbossilico.

N

Un altro fattore di instabilita per i poliacetileni e le alchilamidi €& rappresentato
dall’ossidazione, a causa dell’alto grado di insaturazione. E preferibile, quindi, conservare la

droga di Echinacea per un limitato lasso di tempo [Bauer R and Wagner H, 1991].

I caratteristici profili fitochimici della porzione lipofila delle tre specie commerciali di
Echinacea sono stati determinati e quantificati sottoponendo i relativi estratti alcolici alla
tecnica di HPLC a fase inversa, consentendo una buona caratterizzazione tassonomica. Si €

evidenziato, infatti, che la maggior parte delle alchilamidi presenti in E. purpurea sono
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composti del tipo 2,4-dieni; le radici di E. angustifolia sono caratterizzate dalla presenza di
alchilamidi monoeni e tetraeni e in E. pallida i composti principali sono polieni e poliini,
mentre sono praticamente assenti i derivati alchilamidici [Barnes J et al., 2005; Pellati F et al.,

2007].

Le alchilamidi principalmente rappresentate sono derivati isobutilamidici dell’acido dodeca-

2E.4E,8Z,10Z-tetraenoico (Fig.12) e del corrispettivo isomero 10E (Fig. 13).

X o
X X AN

HN

Fig. 12: Struttura dell’isobutilamide dell’acido dodeca-2E,4E,8Z,10Z-tetraenoico

X
X \\

HN

Fig. 13: Struttura dell’isobutilamide dell’acido dodeca-2E,4E,8Z,10E-tetraenoico

Negli ultimi anni, la ricerca scientifica sull’ Echinacea si ¢ concentrata particolarmente sulla
frazione lipofila, in particolare per la presenza dei derivati alchilamidici che hanno dimostrato
di agire da agonisti sui recettori per i cannabinoidi di tipo 2 (CB2) con una potenza maggiore
rispetto agli endocannabinoidi come 1’anandamide e il 2-arachidonoilglicerolo [Raduner S et
al., 2006]. Studi farmacocinetici hanno evidenziata una buona biodisponibilita orale sia in
modelli in vitro che in vivo per questa classe di composti [Matthias A ef al., 2004; Matthias A.
et al., 2005]. Questi dati hanno messo in evidenza il ruolo di questa classe di composti
nell’effetto immunomodulatorio dei preparati fitoterapici a base di Echinacea, oltre ai derivati

polisaccaridici e ai composti polifenolici [Raduner S et al., 2006].
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In conclusione, la varieta di distribuzione dei principi attivi risulta un elemento distintivo e
caratterizzante nella tre specie di Echinacea, sottolineando ancora di piu la necessita di
identificarle in maniera precisa. Il riconoscimento morfologico & sicuramente quello pil
utilizzato, ma presenta alcune difficolta dovute alla elevata somiglianza delle specie. Negli
ultimi anni sono state proposte altre tecniche, piu specifiche e precise, che permettono di
identificare le specie di Echinacea, tra cui tecniche genetiche. In particolare, nel nostro
laboratorio, & stata messa appunto una metodologia che ha permesso di identificare dei
markers specie specifici per le tre specie, basandosi su tecniche di amplificazione genetica (
RAPD-PCR e SCAR-PCR) [Nieri P et al., 2003; Adinolfi B et al., 2007]. Queste metodologie
possono svolgere anche un ruolo di primaria importanza nel riconoscere la presenza di agenti
adulteranti nelle preparazioni fitoterapiche, come il Parthenium integrifolium nel caso di
preparazioni di Echinacea [Bauer R and Wagner H, 1987; Bradley PR, 1992; Percival SS,

2000].

ILIII Attivita farmacologiche e utilizzo fitoterapico delle specie di Echinacea

L’E. angustifolia, pallida e purpurea sono le uniche specie impiegate in terapia. Per ciascuna
di esse si presumono specifiche proprieta medicinali, tuttavia, la notevole somiglianza
morfologica ne ha reso difficile 1’identificazione e per questo motivo, fino ad oggi, sono state
usate indifferentemente per gli stessi scopi terapeutici. La composizione in principi attivi di
ciascuna specie & simile, ma con importanti variazioni nella composizione quali- e
quantitativa, conseguenti anche alla localizzazione geografica, allo stadio di sviluppo della
pianta, al periodo di raccolta e alle condizioni di crescita. Si registra, inoltre, una differenza
nel contenuto in principi attivi tra le diverse parti della pianta, ad esempio tra la parte aerea e
le radici. Queste ultime, infatti, contengono una quantita maggiore di composti lipofili (in
particolare composti acetilenici) oli volatili e alcaloidi pirrolizidinici, come la tussilagine e la

isotussilagine, rispetto alla parte superiore della pianta, piu ricca di derivati dell’acido caffeico
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e polisaccaridi complessi [Barnes J et al., 2005].

Sebbene siano stati identificati molti composti attivi dell’Echinacea, il loro meccanismo
d’azione, la loro biodisponibilita, la loro potenza e il loro sinergismo non sono ancora
completamente noti, anche se negli ultimi anni si ¢ avuta una delucidazione maggiore del
meccanismo molecolare e del target cellulare di alcuni principi attivi presenti negli estratti di
Echinacea, in particolare dei derivati alchilamidici [Gertsch J et al., 2004; Raduner S et al.,

2006; Gertsch J, 2008].

N

E necessario, quindi, identificare chiaramente le tre specie di Echinacea per garantirne un

migliore e corretto uso terapeutico.

Le attivita farmacologiche e gli usi in ambito fitoterapico delle tre specie medicinali di

Echinacea sono 1 seguenti:

IL.IILa Proprieta immunomodulatoria

Per molti anni & stata ascritta alle preparazione a base di Echinacea una chiara azione
immunostimolante basata prevalentemente su dati ottenuti in vitro che riportavano una
incrementata attivita fagocitaria dei macrofagi [Goel V et al., 2002], natural killer [Gan XH et
al., 2003] e dei linfociti, oltre che alla produzione di citochine ed interleuchine pro-
infammatorie da parte di monociti e macrofagi [Rininger JA et al., 2000; Hwang SA et al.,
2004]. Molte di queste osservazioni sono state ottenute con preparazioni in cui la potenziale
contaminazione dall’ endotossina lipopolisaccaridica (LPS) non ¢ stata determinata
preventivamente e quindi potrebbe aver contribuito alla fluttuazione dei dati mostrati nei vari
studi [Hwang SA et al., 2004].

Inoltre, risultati ottenuti in vivo su ratti e in prove cliniche sono altamente variabili
[Schoneberger D, 1992; Melchart D et al., 1998] e spesso in contrapposizione tra loro. Uno

dei motivi di questa discrepanza potrebbe essere dovuto alla mancata standardizzazione in
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termini di principi attivi negli estratti di Echinacea, dal tipo materiale vegetale di partenza, dal
protocollo di estrazione, ed altri fattori che spesso non hanno permesso di poter confrontare i
risultati ottenuti nei differenti trials clinici [Gertsch J et al., 2004].

In una serie di studi condotti su topi, ¢ stata dimostrata D’attivitda immunostimolante
utilizzando polisaccaridi purificati da colture cellulari di Echinacea; cellule immunitarie in
coltura o I’animale in vivo sono stati esposti a tali composti, tramite iniezione intraperitoneale:
ci0 ha permesso di evidenziare una spiccata azione stimolante dovuta ad un aumento della
fagocitosi e della chemiotassi dei macrofagi [Luettig B ef al., 1989; Stimpel M et al., 1984] e
dell’azione ossidante dei neutrofili [Wagner H et al., 1984; Graisbauer M et al., 1990].
L’attivita immunostimolante dell’Echinacea, e in particolare della sua frazione
polisaccaridica, ¢ stata confermata in vivo in uno studio condotto in ratti immunodeficienti; in
particolare, dopo somministrazione di ciclofosfamide (CP) o ciclosporina (CsA), si &
osservato un aumento dell’attivazione dei macrofagi peritoneali isolati dagli animali. I
macrofagi trattati con i polisaccaridi aumentano la produzione di TNF-alfa e, dopo
trattamento con CP, si assiste ad una diminuzione dei leucociti nel sangue periferico, mentre i
polisaccaridi determinano un precoce aumento della presenza dei granulociti neutrofili
(rispetto ai controlli) [Steinmuller C et al., 1993]. Un recente lavoro pubblicato su eCAM
evidenzia I’effetto immunostimolante dei polisaccaridi, in particolare degli arabinogalattani
che, in seguito alla stimolazione diretta di monociti e macrofagi, determina 1’aumento di
produzione dei natural killer [Miller SC, 2005]. Tutto questo anche se 1’assorbimento di

queste molecole dopo assunzione per via orale rimane tuttora incerta [Gertsch J, 2008].

Infine, dopo somministrazione in vivo di un estratto etanolico di Echinacea, si sono registrati
risultati analoghi a quelli sopra citati per I’aumento dell’attivita fagocitaria, metabolica e
battericida da parte dei macrofagi peritoneali [Bukovsky M et al., 1993], con maggiore

produzione di TNF-alfa e delle interleuchine IL-1, IL-6 ed IL-10 [Burger RA et al., 1979],
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oltre ad una dimostrata capacita di eliminare cellule tumorali (cellule WEHI 164) e cellule
infettate dal parassita Leishmania enriettii o da Candida albicans [Binns SE et al., 2002a;

Roesler J et al., 1991].

In uno studio in vivo condotto da South e coll. [South EH and Exon JH, 2001], invece, oltre a
non essere osservati evidenti effetti immunostimolanti da parte di prodotti medicinali a base di
Echinacea, si & registrato un effetto immunosoppressivo in alcune condizioni, con una
diminuzione del numero di anticorpi nelle femmine di ratto se trattate con la preparazione

commerciale di Echinacea alla dose di 250 mg/kg per due settimane.

Un recente studio in vivo ¢ stato condotto per testare, in relazione alla dose, gli effetti
immunomodulatori di un estratto di Echinacea contente acido cicorico, polisaccaridi e
alchilamidi a varia concentrazione. I dati ottenuti suggeriscono che preparazioni a base di
Echinacea contenenti concentrazioni ottimali di acido cicorico, polisaccaridi e alchilamidi
sono potenzialmente efficaci nello stimolare in vivo la risposta immunitaria non specifica in

ratti normali [Goel V et al., 2002].

Data la presenza di diversi principi attivi contenuti nelle specie di Echinacea, al fine di
caratterizzare le molecole responsabili dell’attivita immunostimolante, gli estratti alcolici di
E. purpurea, pallida ed angustifolia sono stati studiati in topo nel test in vivo di clearance del
carbonio; secondo gli autori di tale studio, il principio attivo responsabile dell’attivita
immunostimolante sembra risiedere nella frazione lipofila piuttosto che nella frazione polare
[Miller SC, 2005; Bauer R er al.,1998], mentre secondo altri, i polisaccaridi ad alto peso
molecolare, come gli arabinogalattani [Luettig B et al., 1989], che stimolano la popolazione
macrofagica a produrre TNF-alfa, IL-1 ed Interferone-beta2, favoriscono la mobilita

spontanea dei granulociti polimorfo-nucleati.

Negli ultimi anni, studi pitt approfonditi hanno dimostrato che la porzione lipofila degli
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estratti di Echinacea, in particolare le alchilamidi, & coinvolta con meccanismi molecolari
specifici, nel processo di immunomodulazione attribuito all’Echinacea stessa. Gerstch e
colleghi hanno dimostrato che le isobutilammidi, presenti in elevata quantita nelle radici e
parti aeree delle specie E. purpurea e E. angustifolia e in prodotti commerciali standardizzati,
come 1’Echinaforce®, sono in grado di agire da agonisti recettoriali sui recettori CB2 (recettori
per i cannabinoidi di tipo 2), con una potenza e selettivita maggiori degli endocannabinoidi
anandamide e 2-arachidonoilglicerolo [Gertsch J et al., 2004; Raduner S et al., 2006]. Tale
interazione recettoriale avviene a concentrazioni nell’ordine nanomolare e quindi in
concentrazioni raggiunte in vivo nell’'uomo dopo somministrazione orale [Matthias A et al.,
2005]. L’attivazione dei recettori CB2 sui monociti determina 1’attivazione di c-Jun-N-
terminal kinase (JNK), mitogen-activated protein kinase (MAPK), nuclear facto kB (NF-kB),
che determina una sovraespressione dell’'mRNA per il TNF-alfa. L’espressione proteica di
TNF-alfa indotta da LPS su macrofagi/monociti isolati viene invece inibita da parte delle
alchilamidi, evidenziando una diversa sfumatura di attivita [Gertsch J et al, 2004]. La
localizzazione dei recettori CB2 prevalentemente sulle cellule del sistema immunitario mette
in forte correlazione il ruolo dei preparati a base di Echinacea con la loro attivita
immunomodulatoria; proprio in seguito a queste interazioni molecolari gli endocannabinoidi
possono svolgere un ruolo sia di stimolazione che di inibizione sul sistema immunitario in
seguito alla modulazione del pattern di espressione delle citochine [Klein TW et al., 2003;
Croxford JL and Yamamura T, 2005] ed anche in base alla concentrazione del ligando,
sottolineando comunque che tale modulazione necessita ancora di essere investigata piu

approfonditamente [Croxford JL and Yamamura T, 2005].

Inoltre, sono gia stati condotti anche studi clinici che hanno fornito importanti informazioni
sull’efficacia, sul dosaggio e sulla biodisponibilta dei preparati sull’'uomo [Matthias A et al.,

2005]. Gli studi clinici sono stati eseguiti sia su leucociti umani isolati e poi trattati con
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estratti di Echinacea (metodo ex vivo), sia somministrando direttamente al soggetto I’estratto
di Echinacea ed isolando successivamente i leucociti per misurarne una specifica funzione. E
stato evidenziato, in tal modo, un incremento dell’azione chemiotattica dei neutrofili e della
loro attivita battericida contro Staphilococcus, oltre che un aumento della produzione del
TNF, delle IL-6 e IL-1. La somministrazione endovenosa dell’estratto di Echinacea ha
permesso, inoltre, di osservare una diminuzione del numero dei neutrofili nel sangue
periferico, effetto che gli autori hanno interpretato come un aumento dell’adesione delle
cellule all’endotelio. Questa caduta ¢ seguita da una leucocitosi dovuta ad un aumento del
numero dei neutrofili e, in misura minore, dei monociti. La presenza di cellule staminali ed
alcune forme giovanili della serie mielocitica indica una migrazione di cellule dal midollo
osseo verso il sangue periferico. Si riscontra anche un aumento della proteina C reattiva e cio

¢ probabilmente dovuto ad una stimolazione dei monociti e dei macrofagi a produrre IL-6

[Roesler J et al., 1991].

La stimolazione immunitaria osservata in vitro e dopo somministrazione parenterale non &
stata tuttavia confermata dopo assunzione orale nell’'uomo sano, come risulta da uno studio
clinico condotto in doppio cieco [Schwarz E et al., 2002]. Uno studio piu recente che ha
utilizzato preparati commerciali a base di E. purpurea e E. angustifolia ha invece dimostrato
che 1 composti lipofili, in particolare le alchilamidi, sono assorbite molto rapidamente
(misurabili nel sangue gia dopo 20 minuti) e i livelli plasmatici sono misurabili fino a 12 ore
dopo l’ingestione, mentre i derivati dell’acido caffeico non vengono ritrovati nel plasma,
indicando una mancata biodisponibilita dopo somministrazione orale [Matthias A et al.,

2005].

In conclusione, I’effetto immunomodulatorio dei preparati a base di Echinacea ¢ un’attivita

molto articolata i cui meccanismi molecolari iniziano solo adesso ad essere delucidati.
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IL.IIL.b Azione anti-infiammatoria

Gli estratti di Echinacea mostrano una spiccata azione antinfiammatoria. E stato osservato,
inoltre, che essi accelerano la formazione del tessuto granulomatoso ed hanno un effetto
stimolante sul sistema linfatico, di conseguenza rendono piu rapido il recupero del tessuto

danneggiato nelle aree colpite da infezioni e/o infiammazioni.

Per la sua attivita antinfiammatoria e moderatamente antisettica, 1’ Echinacea viene utilizzata,
sia da sola che insieme ad altri fitocomplessi, nel trattamento di condizioni infiammatorie
dell’apparato urinario, particolarmente quando un difficoltoso svuotamento della vescica puo

aumentare il rischio di infezioni delle basse vie urinarie.

I principi attivi responsabili dell’attivita antinfiammatoria sembrano essere i composti fenolici
come 1’echinacoside, 1’acido cicorico, la cinarina e 1’acido caffeico. Queste molecole sono
capaci di inibire la produzione di radicali liberi e la perossidazione lipidica, processi coinvolti
nello sviluppo dell’infiammazione [Speroni E er al., 2002], anche se studi farmacocinetici
hanno messo in evidenza uno scarso assorbimento dopo somministrazione orale per alcuni di
questi composti [Matthias A er al, 2005] che sono anche suscettibili ad una rapida

metabolizzazione enzimatica [Meadows DC et al., 2005].

In uno studio in vivo condotto su ratti anestetizzati, ¢ stata valutata la capacita
dell’echinacoside, nel ridurre la flogosi in seguito ad applicazione topica [Speroni E et al.,

2002].

L’azione antinfiammatoria dell’Echinacea ¢ stata imputata anche alla frazione
polisaccaridica, in particolare agli arabinogalattani, a cui sono stati ricondotti anche parte
degli effetti immunostimolanti della pianta [Luetting B et al.,1989; Classen B et al., 2006
Thude S er al., 2006]. L’azione antiflogistica ¢ stata evidenziata anche tramite tests irritativi

condotti in vivo da Tragni e colleghi, grazie al “Croton oil ear test”, dove & stata osservata una
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buona riduzione dell’edema e dell’infiltrazione di cellule infiammatorie in particolare dopo il
trattamento con frazioni di un estratto acquoso ottenuto dalle radici di E. angustifolia
contenente polisaccaridi ad alto peso molecolare, i quali sono stati proposti quindi, come i
principali responsabili dell’effetto antinfiammatorio osservato [Tragni E et al., 1988]. Anche
per i polisaccaridi ad alto peso molecolare, rimane da accertare la loro effettiva
biodisponibilita dopo somministrazione orale, infatti non sono presenti dati scientifici

rilevanti e convincenti a tal riguardo [Gertsch J, 2008].

Studi pit recenti hanno delucidato, almeno in parte, meccanismi e targets molecolari per
un’altra importante classe di composti presenti prevalentemente nelle radici delle specie di
Echinacea, le alchilamidi, le quali sembrano ricoprire un ruolo predominante nelle azioni
biologiche riconosciute alla pianta [Gertsch J, 2008]. Un loro potenziale coinvolgimento
nell’effetto antinfiammatorio & stato proposto gia diversi anni fa in seguito alla osservazione
che possono agire come potenziali inibitori delle due isoforme di cicloossigenasi ad oggi
riconosciute, COX-I e COX-II e di alcune lipossigenasi [Miller SC, 2005], infatti, estratti di
radice delle tre specie medicinali di Echinaeca hanno mostrato inibire, in vitro, I’attivita della
S-lipossigenasi con ICsg nell’ordine di 0.5-1 pg/mL [Binns et al., 2002a] e tale effetto ¢ stato
riportato anche per alchilamidi derivanti dalla specie E. angustifolia [Muller-Jakic B et al.,
1994]. In un altro studio in vitro, alchilamidi isolate da radici di E. purpurea, hanno
dimostrato inibire 1’attivitd enzimatica di COX-I e COX-II con una percentuale tra il 20 e il
50 % rispetto al controllo [Clifford LJ et al., 2002]. Inoltre, I’analisi tramite Western Blot ha
dimostrato che il trattamento in vivo con un estratto di E. purpurea pud modulare
I’espressione della COX-II indotta dal lipopolisaccaride (LPS) e dall’interferone-y nei
macrofagi peritoneali, suggerendo che I’effetto antinfiammatorio dell’estratto potrebbe essere
in parte correlato alla modulazione dell’espressione della COX-II [Raso GM et al., 2002].

Studi piu recenti hanno confermato I’inibizione in vitro da parte di preparati a base di
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Echinacea della produzione di prostaglandina E2 da parte dell’isoforma COX-II in macrofagi
RAW264.7 murini, seppur con una potenza moderata (nel range micromolare) [Hinz B et al.,
2007; Lalone CA et al., 2007]. Uno studio effettuato in vivo, utilizzando un preparato
commerciale a base di E. purpurea (Echinaforce®) in tintura e pastiglie, ha dimostrato un
decremento della produzione della citochina pro-infiammatoria IL-8 e del TNF-alfa [Woelkart

Ket al., 2006].

Gertsch e colleghi hanno recentemente dimostrato che alcune alchilamidi presenti nelle specie
di Echinacea sono in grado di inibire il rilascio di citochine pro-infiammatorie e TNF-alfa da
popolazioni di monociti/macrofagi umani stimolati con LPS sia in colture cellulari che in
sangue intero con un valore di ICsy inferiore a 100 nM [Raduner S et al., 2006], quindi in
accordo alle concentrazioni plasmatiche osservate per queste molecole [Matthias A et al.,
2005]. Tali alchilamidi sono state riconosciute interagire con diversi targets molecolari, molti
dei quali associati al sistema endocannabinoide, come il recettore CB2, I’inibizione
dell’enzima FAAH (fatty acide amide hydrolase) deputato alla degradazione cellulare
dell’anandamide, la modulazione del re-uptake cellulare dell’anandamide. Per questo certe
molecole possono essere identificate come cannabinomimetiche che, come gli

endocannabinoidi, esibiscono attivita immunomodulatoria e antinfiammatoria.

In conclusione, alla luce delle ultime scoperte scientifiche, la principale attivita terapeutica
dell’ Echinacea si ¢ spostata da pianta medicinale immunostimolante ad anti-infiammatoria, e
i principali responsabili di tale azione sembrano i composti di natura lipofila, in particolare le
alchilamidi, che vengono rapidamente assorbite per somministrazione orale e si trovano a

concentrazioni plasmatiche bio-attive [Gertsch J, 2008].

23



II.II1.c Azione cicatrizzante

L’impiego storico dell’ Echinacea in ambito terapeutico & rappresentato dal trattamento locale
delle ulcerazioni e di alcune patologie dermatologiche e si basa sulla capacita della pianta di
accelerare la rigenerazione tissutale e di ridurre i rischi di infezione. Tali effetti sembrano
essere dovuti, oltre che all’attivita immunostimolante aspecifica, anche all’inibizione
dell’enzima ialuronidasi, (in grado di degradare gli acidi ialuronici che svolgono un ruolo
primario nel processo di cicatrizzazione) prodotto da alcuni agenti patogeni per penetrare

all’interno dei tessuti [Spignoli G et al., 1999].

L’acido ialuronico riveste un ruolo importante nella fase iniziale della cicatrizzazione e
variazioni della sua concentrazione si riflettono sulla proliferazione cellulare e sulla
deposizione della matrice cellulare [Chithra P er al., 1998; Speroni E et al., 2002]. Estratti
delle radici di E. angustifolia ottenuti con solventi a diversa polarita, sono stati testati per
I’attivita antiialuronidasica e le frazioni etilacetato, butilacetato e cloroformica sono risultate
quelle aventi maggiore potere inibitorio nei confronti dell’enzima. Per mezzo dell’analisi con
spettroscopia di massa sono stati identificati quattro derivati dell’acido caffeico: acido
cicorico, acido caftarico, cinarina, acido clorogenico, tra i quali 1’acido cicorico e il caftarico
risultano gli inibitori pitt potenti con una ICsy di 0.42 e 0.61 mM, rispettivamente, mentre la
cinarina e I’acido clorogenico risultano piu deboli (1.85 e 2.22 mM, rispettivamente) [Facino

RM et al., 1993].

In uno studio in vivo, gia descritto per D’attivita antinfiammatoria, si & analizzata 1’azione
cicatrizzante dell’estratto di radice dell’Echinacea pallida e dell’echinacoside ottenendo
risultati positivi gia dopo 24 e 72 ore dalla sua applicazione, con una marcata guarigione delle
ferite. Anche in questo caso, I’attivita cicatrizzante dell’echinacoside ¢ attribuita all’azione

antiialuronidasica [Speroni E et al., 2002].

24



IL.ITL.d Azione antibatterica e fungicida

L’echinacoside, principale composto polifenolico isolato dalle radici di E. pallida, ha
mostrato anche attivita antibatterica; tale azione risulta particolarmente evidente su
Staphilococcus aureus e, in misura inferiore, anche su Escherichia coli e su Pseudomonas

aeruginosa.

L’estratto alcolico dell’ E. angustifolia ha dimostrato in vitro un’attivita inibente nei confronti

del Trichomonas vaginalis [Giusti E, 1992].

L’Echinacea sembra svolgere la sua azione antibatterica incrementando la risposta
immunitaria aspecifica propria dell’organismo, ma anche inibendo I’attivita depolimerizzante
dell’enzima ialuronidasi e aumentando, di conseguenza, la resistenza della membrana
cellulare all’attacco di agenti infettivi [Spignoli G et al., 1999]. Secondo questo meccanismo,
I’azione antimicrobica dell’Echinacea sembra attribuibile principalmente all’attivita
dell’echinacoside; anche gli altri principi attivi della pianta, ad esempio i polisaccaridi,

tuttavia, potenziano la risposta difensiva in maniera sinergica.

Per quanto riguarda ’attivita fungicida dell’ Echinacea, il ricercatore austriaco R. Bauer ha
descritto una notevole efficacia nel trattamento delle micosi vaginali. Un suo studio ha
dimostrato, infatti che le pazienti affette da tale patologia e curate con econazolo nitrato
mostravano ricadute nel 60.5% dei casi; tale percentuale diminuiva al 16.7% quando veniva
utilizzato, insieme all’econazolo, anche un estratto di Echinacea [Coeugniet E and Kuhnast R,

1986].

In uno studio in vivo, inoltre, ¢ stato descritto un effetto protettivo contro 1’infezione da
Candida albicans in seguito a somministrazione endovenosa di una miscela preparata
industrialmente a base di polisaccaridi estratti dall’E. purpurea [Lohamann-Matthes ML and

Wagner H 1989].

25



II.II1.e Azione antivirale

L’attivita antivirale di differenti preparazioni a base di Echinacea ¢ stata descritta tramite
studi in vitro. In particolare, 1’estratto acquoso ed alcolico di Echinacea ha mostrato la
capacita di rendere resistenti cellule di topo per 24 ore all’infezione da parte dei virus
dell’influenza, del vaiolo e dell’Herpes simplex [Wacker A and Hilbig W, 1978]. Non ¢&
chiaro se questo derivi da una attivita virulicida o piuttosto da una aumentata produzione di
interferone che impedirebbe la penetrazione del virus nella cellula normale [Spignoli G, et
al., 1999]. Un meccanismo indiretto che coinvolge la via della stimolazione di interferone-alfa
e interferone-beta ¢ stato rilevato in differenti tests volti ad identificare il virus Herpes
simplex (HSV-1) e quello influenzale, utilizzando estratti purificati di E. purpurea, E.

angustifolia ed E. pallida [Beuscher N et al., 1995].

Studiando 1’azione antivirale contro ’HSV-1, si € osservata un’azione diretta ed un effetto
indiretto con I’induzione di interferone da parte delle frazioni contenenti glicoproteine delle

radici di E. purpurea [Bodinet C and Beuscher N, 1991].

Un altro studio ha evidenziato 1’azione antivirale contro il virus Herpes simplex di tipo 1 da
parte degli estratti di radice di otto specie o varieta di Echinacea e dell’estratto delle parti
aeree dell’E. pallida var. sanguigna [Binns SE et al., 2002b]. L’attivita antivirale piu elevata ¢
stata riscontrata per le frazioni estratte con n-esano, che contengono composti lipofili, rispetto
agli estratti con etilacetato, costituiti dai derivati dell’acido caffeico. Nello stesso studio,
tramite una serie di azioni citoprotettive, si ¢ osservato anche I’alto potere antivirale
dell’acido cicorico puro; di conseguenza, l’efficacia terapeutica dell’Echinacea in alcune
malattie virali potrebbe derivare da un concorso di attivita. L’acido cicorico svolge, infatti,
un’azione protettiva nei confronti del collagene, assicurandone 1’integrita dall’azione dei
radicali liberi [Facino RM et al., 1995] ed esplica un effetto citotossico, interagendo con il

metabolismo del DNA virale [Cheminat A et al., 1988]. Infine, & stata dimostrata la capacita
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dello stesso acido cicorico di inibire I’enzima integrasi dell’HIV-I e la replicazione del virus
in colture tissutali [Robinson JrWe er al., 1996]. Per quest’ultima azione, I’acido cicorico
potrebbe svolgere un potenziale ruolo di supporto contro il virus dell’HIV, infatti la sua
replicazione dipende dall’attivita di tale enzima che media I’inserzione di una copia di DNA

del virus nel genoma della cellula ospite.

Oltre all’acido cicorico, altri composti, quali 1’acido 3,5-dicaffeoilchinico, I’acido 1-
metossiossalil-3,5-dicaffeoilchinico, sono risultati inibitori dell’enzima virale, rappresentando
potenzialmente una nuova classe di agenti antivirali da investigare che potrebbero contribuire
a comprendere meglio il meccanismo molecolare dell’integrazione virale [Robinson JrWe et

al., 1996; Mc Dougall B et al., 1998].

IL.IIL.f Azione antiossidante

Gli estratti di foglie e radici delle tre specie commerciali di Echinacea possiedono attivita
antiossidante [Hu C and Kitts DD, 2000] e inibiscono il processo di produzione dei radicali
liberi e la perossidazione lipidica [Speroni E et al., 2002], grazie ai coniugati dell’acido

caffeico, ed ai loro gruppi ossidrilici di natura fenolica [Harborne JB 1986].

Tra i derivati caffeoilchinici, ¢ stato osservato che 1’acido cicorico ¢ tre volte pill potente
dell’acido ascorbico nella rimozione dei radicali liberi, confermando I’idea che 1 derivati
dell’acido caffeico potrebbero contribuire agli effetti farmacologici benefici prevenendo le

indesiderate reazioni di ossidazione.

Il saggio di perossidazione lipidica ha indicato che gli estratti di radici e foglie delle tre specie
di Echinacea possiedono proprieta antiossidanti simili nonostante i loro profili chimici siano

ben distinti [Duff Sloley B et al., 2001].

Tra i derivati dell’acido caffeico, I’echinacoside mostra attivita dose-dipendente nel ridurre la
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formazione del radicale ossidrilico che induce la degradazione del collagene di tipo III,
suggerendo un ruolo protettivo del polifenolo contro il danno da radiazione luminosa sulla

pelle [Speroni E et al., 2002].

ILIIL.g Azione antitumorale

La ricerca sulle possibili implicazioni dei preparati a base Echinacea in pazienti neoplastici &
tuttora in corso, ed ha assunto negli ultimi anni un crescente interesse. E’ importante
sottolineare che 1’Echinacea risulta tra i primi tre rimedi utilizzati dai pazienti nell’ambito
della Medicina Complementare e Alternativa (CAM), che ¢ stata definita come “un gruppo di
diverse pratiche mediche, terapeutiche, di prodotti e rimedi che non sono considerati
attualmente facenti parte della medicina convenzionale” [Sparreboom A et al., 2004]. E’ stato
stimato che circa un terzo della popolazione degli Stati Uniti e un numero sempre crescente in
tutti i paesi industrializzati, fa ricorso annualmente a questi rimedi “non convenzionali” e che
la maggior parte di essi usa costantemente prodotti fitoterapici senza consultare il medico, con
conseguente potenziale interazione con altri regimi terapeutici [Dy GK et al., 2004]. Questa
pratica ¢ particolarmente diffusa in pazienti neoplastici e Richardson e colleghi hanno
confermato che quasi I’85% di questi ha fatto ricorso alla CAM [Richardson MA et al., 2000]

combinandola alla tradizionale terapia antitumorale [Dy GK et al., 2004].

L’ Echinacea riveste un ruolo di primaria importanza in queste pratiche mediche alternative a

causa della sua attivita immunomodulatoria e anti-inflammatoria.

Alcuni dati sembrano indicare che I’ Echinacea contenga dei composti potenzialmente attivi in
ambito antitumorale: fra questi, I’echinacina, presente principalmente nell’E. purpurea, e un
idrocarburo contenuto negli oli essenziali della pianta, che si &€ mostrato capace di inibire, in

vitro, 1l carcinosarcoma di Walker e la leucemia linfocitica [Voaden D and Jacobson M,
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1972].

Nei primi anni ‘90, ¢ stato condotto uno studio clinico somministrando estratti di E. purpurea
in pazienti affetti da tumore coleretico metastatico avanzato [Lersch C er al, 1992] e in
pazienti affetti da cancro epatocellulare non operabile [Lersch C et al., 1990]. In aggiunta
all’Echinacea, il regime terapeutico prevedeva anche 1’utilizzo di ciclofosfamide e
timostimolina. E stata documentata una parziale regressione del tumore in un solo paziente
con cancro coleretico, mentre in altri sei pazienti il tumore & rimasto stabile. Tuttavia, lo
studio non ¢ stato affiancato da un controllo per cui qualsiasi affermazione risulta difficile da

asserire [Percival SS, 2000].

Sempre nell’ambito della terapia antitumorale, ¢ stato realizzato anche uno studio per valutare
i possibili benefici dell’utilizzo di una frazione di polisaccaridi isolata da Echinacea
purpurea, nei confronti degli effetti indesiderati della chemioterapia. In quindici pazienti
affetti da tumore gastrico avanzato, in corso di una terapia palliativa a base di etoposide,
leucoverin e 5-fluorouracile, sono stati somministrati 2 mg della frazione polisaccaridica; i
risultati ottenuti hanno suggerito che tale frazione potrebbe essere efficace nel ridurre la
leucopenia indotta dalla chemioterapia [Melchart D et al., 2002]. Altri studi, invece, hanno
riscontrato un effetto immunosoppressivo causato da un utilizzo a lungo termine di
preparazioni a base di Echinacea [Coeugniet EG and Elek E, 1987], a cui si associa anche una
riduzione dei globuli bianchi [Kemp DE and Franco KN, 2002; Dy et al., 2004].

Da queste evidenze risultano necessari ulteriori studi in questo ambito.
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I11. Utilizzo terapeutico delle preparazioni a base di Echinacea

L’elenco delle indicazioni terapeutiche dell’ Echinacea cresce di giorno in giorno, sfruttando
prevalentemente le proprieta immunomodulatorie e antinfiammatorie della pianta. In
particolare, 1’utilita delle preparazioni a base di Echinacea ¢ stata dimostrata nel trattamento
sintomatico del raffreddore comune e delle sindromi influenzali, soprattutto quando la terapia
viene assunta all’inizio della sintomatologia [Speroni E et al., 2002]. Recentemente uno
studio di meta-analisi ha confermato I’efficacia nel trattamento dell’incidenza e della durata
del raffreddore comune [Shah SA et al., 2007]. Un altro utilizzo terapeutico ¢ il trattamento di
infezioni a carico nel tratto superiore dell’apparato respiratorio [Woelkart K and Bauer R,
2007; Barnes J et al., 2005], dove, i preparati a base di Echinacea sembravano meno efficaci
nella prevenzione [Melchart D et al., 1998; Grimm W and Muller HH, 1999], rispetto al
controllo della gravita e della durata dei sintomi [Percival SS, 2000].

Studi clinici hanno dimostrato che I’assunzione di Echinacea si associa ad un significativo e
sostanziale incremento del numero di cellule bianche circolanti, monociti, neutrofili e natural
killer. Tale assunzione si associa anche ad una soppressione dell’aumento della produzione di
superossidi da parte dei neutrofili [Goel V et al., 2004; Barton R, 2005]. In uno studio in vivo,
Iestratto idroalcolico, ottenuto da parti fresche di E. purpurea (95% di parti aeree e 5% di
radici - Echinaforce®, Bioforce AG, Svizzera), veniva somministrato sottoforma di compresse
per tre volte al giorno per otto giorni consecutivi risultando attivo nel 68% dei casi
evidenziando benifici significativi rispetto al placebo [Brinkeborn R, et al., 1998]. In accordo
con tali osservazioni, uno studio analogo sull’'uso di un preparato a base di Echinacea
(Echinargard®, Nature’s Way Utah), ottenuto spremendo la linfa di E. purpurea, ha
dimostrato che soggetti sottoposti a frequenti raffreddori che assumevano I’estratto ai primi

sintomi, avevano un decorso migliore rispetto a quelli che assumevano il placebo. Inoltre,
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solo il 40% dei pazienti trattati con I’ Echinacea recidivavano contro il 60% dei soggetti del
gruppo di controllo, evidenziando un effetto protettivo della pianta [Hoheisel O et al.,1997].
In contrasto con queste ricerche, uno studio effettuato in Germania non ¢ riuscito a dimostrare
la superiorita, rispetto al placebo, dell’estratto di radici di Echinacea angustifolia e purpurea
nel prevenire il raffreddore [Melchart D et al., 1998]. Allo stesso modo, un altro studio si ¢
concluso con I’evidenza che [’Echinacea non ¢ superiore al placebo nel ridurre il grado di
infezione da rhinovirus e la sintomatologia influenzale [Turner RB et al., 2000].

Questi risultati contrastanti sono molto probabilmente in relazione al fatto che gli estratti di
Echinacea non erano stati titolati determinando quindi una elevata variabilita nella
composizione quali- e quantitativa delle preparazioni utilizzate e rendendo di fatto molto
difficile poter comparare studi diversi. Negli ultimi anni & risultato piu evidente che le tre
specie medicinali di Echinacea, seppur molto simili nella composizione fitochimica,
presentano importanti differenze che obbligano ad un uso mirato delle preparazione
fitoterapiche [Gertsch J, 2008].

Sono in corso ulteriori indagini sull’'uomo al fine di valutare in maniera piu precisa, le
applicazioni dei preparati a base Echinacea sulla base delle proprieta farmacologiche

evidenziate in studi preclinici, in vitro ed in vivo.
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IV. Potenziali e controindicazioni effetti indesiderati associati all’utilizzo dei

preparati a base di Echinacea

Come riportato dalla Commissione Tedesca E, in genere non si riscontrano effetti collaterali
di grave entita associati all’utilizzo di Echinacea. Sono stati evidenziati, tuttavia, una
caratteristica sensazione di solletico alla gola, la quale pud evolvere nella formazione di
piaghe, un leggero bruciore alla lingua, e alcuni casi di eritema nodoso [Soon SL and
Crawford RI, 2002]. Recentemente, perd, alcuni autori e la stessa Commissione Tedesca E
hanno indicato una controindicazione al suo utilizzo nelle malattie autoimmuni quali AIDS,
leucemia, tubercolosi, sclerosi multipla, malattie del collagene, in seguito all’osservazione che
un utilizzo prolungato (maggiore di 8-10 settimane) di preparati a base di Echinacea pud
determinare, in alcuni casi, leucopenia, [Bisset NG, 1994] anche se, non esistono tuttavia
prove di questa controindicazione [Bone K, 1997]. Per quanto riguarda I’infezione da HIV,
inoltre, si hanno opinioni discordanti, in quanto si & sviluppata una linea di ricerca che vede
I’Echinacea come fonte potenziale di farmaci contro il virus [Robinson JrWe et al., 1996]. E’
stata avanzata un’ulteriore perplessita sull’utilizzo dell’ Echinacea in relazione alla durata del
trattamento terapeutico a base di questa pianta; come accennato sopra, alcune indagini
cliniche hanno dimostrato che 1’uso prolungato non ¢ dannoso, ad esempio uno studio ha &
rilevato che I’Echinacea ¢ ben tollerata nel trattamento orale a lungo termine, dato che dopo
somministrazione per 12 settimane, si sono registrati rari effetti collaterali di natura digestiva
[Parnham MJ, 1996]. Altri studi invece, hanno riscontrato che la somministrazione di
preparazioni a base di Echinacea possa causare, a lungo termine, leucopenia [Kemp DE and
Franco KN, 2002; Dy GK et al., 2004]. Tra le controindicazioni sull’uso di Echinacea, vi &
anche quella relativa ai soggetti che soffrono di reazioni allergiche, in particolare verso la

famiglia delle Asteraceae [Bone K, 1997]. A questo proposito, uno studio australiano riferisce
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di cinque casi di ipersensibilita: due pazienti con risposte anafilattiche, un terzo colpito da un
attacco acuto d’asma dieci minuti dopo la prima assunzione di Echinacea, il quarto paziente
con ricorrenti episodi d’asma ad ogni somministrazione ed un quinto con rash
maculopapillare due giorni dopo il trattamento; altri 26 casi presentavano una risposta Ig-E
mediata in seguito all’uso di Echinacea [Mullins RJ and Heddle R, 2002]. B consigliabile
osservare cautela nell’utilizzo delle preparazioni a base di Echinacea anche in gravidanza.
Anche a questo proposito esistono fonti discordanti: la Commissione Tedesca E ne sconsiglia
I’uso [Bone K, 1997], mentre un recente studio ha dimostrato che 1’assunzione di Echinacea

durante il primo trimestre di gestazione non & associato ad un aumentato rischio di

malformazioni per il feto [Gallo M and Koren G, 2001].
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V. Potenziali interazioni tra Echinacea e farmaci

I preparati a base di Echinacea sono utilizzati prevalentemente per il trattamento del
raffreddore comune e dell’influenza e spesso possono essere assunti in concomitanza di altri
regimi terapeutici, anche cronici, con i quali possono interagire in modo diretto o indiretto
[Barrett BP et al., 2002]. Per questo motivo sono stati effettuati molti studi atti a valutare
I’effetto di questa pianta sui principali meccanismi di metabolizzazione, inattivazione ed
escrezione dell’organismo. In particolare, ricerche in vitro, hanno dimostrato che 1’ Echinacea
esercita un modesto effetto inibente sul citocromo P450 (isoforma CYP3A4), suggerendo
quindi, una certa cautela nell’impiego simultaneo della pianta con altri farmaci, substrato
dello stesso enzima, per la possibile comparsa di interazioni farmacologiche di rilievo clinico

[Budzinski JW et al., 2000].

Alcuni autori hanno evidenziato come certi flavonoidi presenti negli estratti di Echinacea
potrebbero inibire o attivare i citocromi umani e i trasportatori di farmaci, a seconda della loro
struttura e delle concentrazioni ematiche raggiunte [Zhou S et al., 2003].

In particolare, ¢ stato dimostrato che quercetina e kampferolo (presenti nell’estratto di
Echinacea) sono in grado di inibire il trasportatore MPR1 ed incrementare 1I’espressione del
CYP1A1 [Sparreboom A et al., 2004]; la quercetina, inoltre, & in grado di indurre anche
I’isoforma CYP3A4 negli epatociti umani [Raucy JL, 2003].

Questi dati sono in accordo con un recente studio che indica come I’assunzione orale di
Echinacea induca I’attivita del CYP3A4 in volontari sani [Sparreboom A et al., 2004].

Oltre a modificare il profilo farmacocinetico di medicinali assunti contestualmente,
I’interazione tra preparati a base di Echinacea e farmaci sul fegato, pud risultare nello

sviluppo di epatotossicita come evidenziato, ad esempio, per I’amiodarone [Miller LG, 1998].
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Inoltre, ’'uso dell’Echinacea ¢ sconsigliato in associazione con acetaminofene, infatti, la
presenza di derivati alcaloidi pirrolizidinici nella pianta determina una deplezione del
glutatione epatico, potenziando I’effetto tossico di tale farmaco [Abebe W, 2002].

Come precedentemente asserito, negli ultimi anni I'interesse per le medicine alternative e
complementari (CAM) ¢ cresciuto rapidamente nel mondo industrializzato e 1’impiego di tali
rimedi, ed in particolare di preparati a base di Echinacea ¢ peraltro pill comune tra i pazienti
oncologici rispetto al resto della popolazione [Dy GK et al, 2004; Di Gianni LM et al.,
2002]. Considerando gli effetti esercitati dall’ Echinacea sul citocromo e poiché molti farmaci
antitumorali sono essi stessi substrato del CYP3A4, ¢ ragionevole pensare ad una possibile
interazione farmacometabolica con questa classe di farmaci.

L’utilizzo di Echinacea ¢ quindi da tenere sotto controllo in corso di trattamento con
camptotecine, inibitori delle tirosin-chinasi, del fattore di crescita di derivazione epidermica
(EGFR-TK), epipodofillotossine, taxani e alcaloidi della vinca [Sparreboom A et al., 2004].
Come recentemente suggerito da Romiti et al., (2008), una possibile fonte d’interazione dei
derivati a base di Echinacea con farmaci tradizionali puo derivare anche dalla capacita di
alcuni principi presenti in estratti lipofili di radice di Echinacea di inibire I’attivita della P-
glicoproteina, un trasportatore multi farmacologico coinvolto in molti processi

farmacocinetici [Romiti N et al., 2008].
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SCOPO DELLA RICERCA:

L’Echinacea ¢ una pianta medicinale tra le pit popolari a livello mondiale e i relativi
preparati commerciali sono tra i rimedi fitoterapici pit venduti nei paesi industrializzati e
negli Stati Uniti dove muovono un mercato di circa 32 milioni di dollari annui [Sparreboom A
et al., 2004]. L’Echinacea ¢ ampiamente utilizzata soprattutto da pazienti oncologici che
fanno ricorso alla medicina complementare ed alternativa (CAM), [Dy GK et al., 2004]
facendo un uso spesso indiscriminato e senza diretto controllo medico di questi preparati con
conseguente rischio di interazione farmacocinetica e/o farmacodinamica con il regime
chemioterapico classico [Barnes J et al.,2005].

Recenti studi hanno indicato che le alchilamidi estratte dalle specie E. angustifolia e purpurea
sono in grado di inibire, in vitro, I’isoforma II (inducibile) delle cicloossigenasi (COX-II) la
S-lipossigenasi (5-LOX), enzimi questi che svolgono un ruolo chiave nella cascata dell’acido
arachidonico portando alla formazione di prostaglandine e leucotrieni, due importanti
mediatori del processo infiammatorio [Harris SG er al, 2002; Woelkart K and Bauer R,
2007]. La COX-II sembra rivestire un ruolo centrale nel processo di cancerogenesi, infatti in
molti tumori, prevalentemente del colon e del pancreas, & stata dimostrata una
sovraespressione di tale enzima (in confronto al tessuto sano) [Ding XZ et al., 2003] che
agisce promuovendo 1’angiogenesi [Gately S, 2000], stimolando la crescita e I’invasivita delle
cellule tumorali [Sheng H et al., 2001] e inibendo il processo apoptotico [Aggarwal S et al.,
2000]. Inibitori COX-II selettivi come il celecoxib, rofecoxib e I’NS-398 hanno dimostrato in
diversi studi, di ridurre, in vivo, la crescita della massa tumorale e in vitro la proliferazione di
cellule tumorali umane [Blumenthal M, 1998; Lohamann-Matthes ML. and Wagner H, 1989;

Tseng WW et al., 2002, Subbaramaiah K and Dannenberg AJ, 2003] oltre che di indurre

apoptosi con meccanismi COX-II dipendenti e indipendenti [Ding XZ et al., 2003]. Queste
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molecole hanno evidenziato, inoltre, la capacita di potenziare 1’azione antitumorale di farmaci
comunemente utilizzati in terapia antineoplastica come la gemcitabina [El-Rayes B et al.,
2004]. Analogamente all’enzima COX-II, le lipossigenasi svolgono un ruolo rilevante nello
sviluppo di alcuni tumori umani, quali quello mammario, del colon, della prostata e del
pancreas. In particolare, la 5-LOX e la 12-LOX sono espresse in diverse linee cellulari umane
di tumore al pancreas, mentre mancano nelle corrispondenti normali. Inibitori selettivi per
queste due isoforme enzimatiche sono stati osservati essere in grado di indurne apoptosi e di
bloccare la proliferazione cellulare di tumori pancreatici umani [Tong WG et al., 2002].

Alla luce delle evidenze sopra riportate e al fatto che mancano completamente in letteratura
scientifica studi volti a verificare 1’effetto diretto di estratti di Echinacea e dei suoi principali
composti bioattivi su linee tumorali umane, scopo del progetto di questo dottorato ¢ stato
quello di valutare, su linee cellulari umane tumorali e, per confronto, su non tumorali, 1’effetto
di estratti di natura lipofila derivanti dalle tre specie medicinali di Echinacea, delle loro
frazioni arricchite in principi attivi e dei composti isolati e caratterizzati. Sono state, inoltre,
indagate le potenziali vie molecolari cellulari alla base dell” effetto osservato. A questo scopo,
abbiamo scelto di lavorare su estratti n-esanici di radice che hanno il piu alto contenuto in
principi attivi lipofili, i quali sono distribuiti quali- e quantitativamente in maniera differente

tra le specie.
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MATERIALI E METODI

I. Composti naturali

Gli estratti lipofili ottenuti da radici delle tre specie medicinali di Echinacea, cosi come le
frazioni e i singoli acetileni sono stati forniti dal Laboratorio di Fitochimica diretto dal Prof.
Melegari presso 1’Universita di Modena e Reggio Emilia. Sono stati solubilizzati in
dimetilsolfossido, DMSO (Sigma-Aldrich, Milano) ottenendo soluzioni madre di 150 mg/ml
(per estratti e frazioni) e 50 mM (per i composti puri) poi conservate al riparo dalla luce e

dall’umidita a bassa temperatura (-20 °C) per un tempo non superiore ad un mese.

II. Farmaci e composti commerciali

Il 5-Fluorouracile (5-FU) e I’SR144528 sono stati ottenuti dalla Sigma-Aldrich (Milano,
Italia). L’Echinacea Premium Liquid®’ un estratto commerciale a base di E. purpurea ed E.
angustifolia, contenente principalmente alchilamidi, ¢ stato fornito dalla MediHerb Pty Ltd
(Warwick, Australia) ed utilizzato come controllo positivo negli studi di biodisponibilita, in
quanto studi precedenti avevano mostrato contenere sia composti biodisponibili che non

[Matthias et al., 2004].

II1. Estrazione ed isolamento dei composti puri

Le radici essiccate e polverizzate di ciascuna specie di Echinacea (circa 10 g) sono state
estratte con apparato Soxhlet per 4 ore utilizzando n-esano (200 ml) e portate a secco sotto
vuoto. La resa di estrazione & stata 0.8% (v/v) per I'E. pallida, 0.8% (v/v) per 'E. angustifolia
e 0.7% (v/v) per 'E. purpurea.

Per I’isolamento dei composti puri, le radici essiccate di E. pallida (1 kg) sono state estratte in

un apparato Soxhlet per 24 ore utilizzando n-esano (5.4 1). L’estratto & stato poi evaporato
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portando a secco sotto vuoto fino ad ottenere un olio di color giallo (8 g). L’estratto ¢ stato
sottoposto a cromatografia su gel di silice ottenendo 155 frazioni, ciascuna delle quali ¢ stata
analizzata attraverso TLC e RP-HPLC e raccolte in 10 frazioni in accordo con il loro profilo
cromatografico. Da queste frazioni sono stati isolati, mediante cromatografia su gel di silice, i
cinque composti acetilenici (W, A, 7V, €1, e €) (Fig. 14). Le strutture di questi composti sono
state determinate sulla base delle tecniche UV, IR, NMR (incluse 1D e 2D NMR come I’ 'H-
'H gCOSY, gHSQC-DEPT, gHMBC, NOESY) e la spettroscopia di massa [Pellati F et al.,
2006]. I composti purificati sono stati conservati in argon a bassa temperatura (-20°C) protetti

da luce e umidita.
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Fig. 14: Struttura chimica degli acetileni isolati ed identificati dall’estratto lipofilo di radice di E. pallida

IV. Linee cellulari

La linea di adenocarcinoma del pancreas, MIA PaCa-2, (Fig. 15A) (American Type Culture
Collection, Rockville, MA, USA) ¢ caratterizzata da cellule che crescono adese alla superficie
della fiasca assumendo un aspetto stellato e con un tempo di duplicazione di circa 24-36 ore.

Le cellule tumorali umane di colon, COLO320 (Fig 15B) (American Type Culture Collection,
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Rockville, MA, USA) crescono anch’esse adese alla fiasca, hanno una forma tondeggiante e
sono caratterizzate da un tempo di duplicazione di circa 20 ore. La linea di adenocarcinoma
mammario MCF-7 (American Type Culture Collection, Rockville, MA, USA) (Fig 15C) ¢
caratterizzata da un tempo di duplicazione di 36-48 ore, mentre le linee leucemiche umane
Jurkat e HL60 (American Type Culture Collection, Rockville, MA, USA) (Fig 15D-E
rispettivamente) crescono in sospensione € sono caratterizzate da un tempo di divisione di
circa 24 ore. La linea epiteliale di colon Caco-2 e la linea embrionale di rene HEK-293 sono
state anch’esse ottenute dall’ American Type Culture Collection, Rockville, MA, USA.

Le linee MIA PaCa-2, MCF-7 ¢ HEK-293 sono mantenute in coltura con un terreno
caratterizzato da DMEM ad alta concentrazione di glucosio, a cui sono stati aggiunti L-
glutamina (2 mM), siero fetale bovino al 10%, siero di cavallo al 2,5 %, penicillina (50 IU/ml)
e streptomicina (50 pg/ml) (Sigma—Aldrich, Milano, Italy). Il terreno di coltura per le altre
linee cellulari (COLO320, Jurkat e HL60, Caco-2) ¢ costituito da RPMI 1640, L-glutamina (2
mM), siero fetale bovino al 10%, penicillina (50 IU/ml) e streptomicina (50 pg/ml) (Sigma—

Aldrich, Milano, Italy).
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Fig. 15: Morfologia delle linee tumorali umane di pancreas MIA PaCa-2 (A), di colon COLO320 (B), mammaria

MCE-7 (C), leucemiche Jurkat (D) e HL60 (E).

V. Analisi della vitalita cellulare

N

La vitalita cellulare ¢ stata valutata mediante un saggio colorimetrico (Cell Proliferation
Reagent WST-1; Roche, Mannheim, Germany) dove il reagente principale ¢ un sale di

tetrazolio, WST-1, che viene metabolizzato da enzimi mitocondriali in un sale di formazano

solubile colorato (Fig.16).
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Fig. 16: Bioconversione del substrato WST-1 in sale di formazano solubile

41



Le cellule tumorali sono state trattate con gli estratti, le frazioni o i composti acetilenici
nell’intervallo di concentrazione 1-300 pg/ml per i primi due e 0.1 e 100 uM per i composti
puri, per 24, 48 e 72 ore di esposizione. Successivamente ¢ stato aggiunto, ad ogni pozzetto, il
substrato (WST-1) in rapporto volumetrico 1:10. Dopo 60-120 minuti di incubazione a 37°C
in atmosfera controllata, ¢ stata misurata 1’assorbanza ad una lunghezza d’onda di 450 nm

mediante lettore di micropiastre (Wallac3 , PerkinElmer, Wellesley, USA).

L’inibizione della vitalita cellulare & stata calcolata come percentuale di assorbanza delle
cellule trattate verso i controlli non trattati (solo veicolo) e la concentrazione che determinava
il 50% della crescita cellulare (ICsp) ¢ stata calcolata sulla curva ottenuta dalla regressione
non lineare dei dati (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Ogni esperimento & stato

replicato almeno tre volte e i valori espressi come medie + errore standard (S.E.).

VI. Valutazione dell’attivita caspasica

L’attivita caspasica ¢ uno dei parametri pit comunemente valutati nello studio del processo
apoptotico in quanto questi enzimi sono importanti regolatori di questo processo [Bauer R.
and Wagner H. 1991]. In accordo con la procedura descritta nel saggio “Apo-ONE
Homogeneous Caspasi 3/7 assay” (Promega, Milano), i campioni sono stati trattati con
Iestratto di E. pallida o i composti acetilenici per 24 ore e, successivamente ¢ stato aggiunto
ad ogni pozzetto il substrato specifico per le caspasi 3/7, la rhodamina 110 bis-(N-CBZ-L-
aspartyl-L-glutamyl-L-valyl-Laspartic acid amide) (Z-DEVD-R110), in rapporto volumetrico
1:1. La piastra ¢ stata incubata a temperatura ambiente per 4 ore e la fluorescenza associata
alla liberazione di Rhodamina 110 ¢ stata valutata alla lunghezza d’onda d’eccitazione di 485
nm e di emissione di 530 nm (Wallac3 , PerkinElmer, Wellesley, USA). Tutti gli esperimenti

sono stati eseguiti in triplicato e i risultati espressi come media + S.E.
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VII. Analisi della frammentazione internucleosomica del DNA

La frammentazione internucleosomica del DNA ¢ stata saggiata in accordo al protocollo
fornito dal “Cell Death Detection ELISA™"® kit” (Roche, Mannheim, Germany) che permette
la misurazione quali- e quantitativa dei nucleosomi (DNA/istoni) mediante un saggio
immunoenzimatico di tipo ELISA.

In particolare, si ha un riconoscimento antigene-anticorpo dove 1’anticorpo primario,
immobilizzato sulla piastra, riconosce in modo specifico le proteine istoniche presenti nei
frammenti nucleosomici, mentre 1’anticorpo secondario, in grado di esplicare un’attivita
perossidasica, si lega, in maniera specifica, al filamento di DNA. La rilevazione nucleosomica
avviene quindi, aggiungendo 100 ul di ABTS [2,2-azino-di (3-ethylbenzthiazolin-sulfonate)],
substrato della perossidasi, che viene cosi trasformato in un composto colorato la cui
quantificazione, avviene spettrofotometricamente alla lunghezza d’onda di 405 nm (Wallac?,
PerkinElmer, Wellesley, USA) ed ¢ proporzionale alla quantitd di frammenti nucleosomici
presenti nel campione (Fig. 17). I dati sono stati normalizzati nei confronti di un controllo non

trattato (solo veicolo) e i risultati espressi come media + S.E. di tre esperimenti indipendenti.
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Fig. 17: Schema della misurazione immunoenzimatica dei frammenti nucleosomici di DNA

VIII. Analisi computazionale dei singoli acetileni derivanti da E. pallida
Le strutture molecolari dei composti puri isolati da E. pallida sono state ottenute graficamente

attraverso il software InsightIll (MSI-Accelrys) (Biosym/MSI, San Diego, CA,1995). La
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geometria molecolare ¢ stata ottimizzata attraverso un software di minimizzazione energetica,
utilizzando il programma Discover (MSI-Accelrys) (Biosym/MSI, San Diego, CA,1995), nel
quale ¢ stata selezionata la cff91 Force Field .

Allo scopo di simulare le conformazioni plausibili che i composti acetilenici possono
assumere in ambiente acquoso, tutti i modelli molecolari sono statti solvatati facendoli
circondare da sfere di molecole di acqua con raggio di 18 Aei composti cosi idratati sono
stati sottoposti a minimizzazione energetica.

Sulle conformazioni ottenute per ciascuna molecola, dopo I’ottimizzazione energetica, sono
stati calcolati i parametri del SASA (Solvent Accessible Surface Area) utilizzando
I’Homology module del programma InsightIIl (Biosym/MSI, San Diego, CA, 1995), mentre i
pesi molecolari, il volume, il ClogP (calculated log octanol/water partition coefficient) sono
stati valutati tramite il programma Chem3D Ultra di ChemOffice (Cambridge-Soft
Corporation). I due enantiomeri (R e S) per ciascuna miscela racemica (per i composti y, e A)

sono stati analizzati separatamente e le loro proprieta presentate come media tra i due valori.

IX. Preparazione dei campioni di E. pallida per il saggio di diffusione attraverso il
monostrato cellulare di Caco-2

Le radici essiccate e polverizzate di E. pallida (40 g) sono state estratte in apparato Soxhlet
per 4 ore utilizzando n-esano (200 ml). Gli estratti cosi ottenuti sono stati evaporati e portati a
secco sotto vuoto fino ad ottenere un olio giallo (400 mg), che ¢ stato conservato sotto argon a

basse temperature (-20°C), protetto dalla luce e dall’ umidita.

X. Diffusione attraverso il monostrato cellulare di Caco-2

La resistenza elettrica transepiteliale (transepithelial electrical resistance o TEER) del

monostrato cellulare & stata valutata utilizzando il sistema Millicell-ERS (Millipore Corp.,
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Bedford, MA, USA) prima e dopo I’esperimento di diffusione degli acetileni per controllare la
corretta integrita del monostrato stesso.

All’inizio del saggio, 100 pl della soluzione HBSS-HEPES (hanks balanced salt solution-
HEPES) contenente il campione da testare ¢ stata aggiunta alla porzione apicale del
monostrato, mentre 600 pl di HBSS-HEPES sono stati aggiunti sul versante baso-laterale
(Fig.18). La piastra ¢ stata posta su piatto oscillante Heifolf Titramax 1000 a 400 rpm e 37°C
per tutta la durata dell’esperimento. Dopo 10, 20, 30, 60, 90, 120 e 150 minuti, il volume di
liquido presente sul versante baso-laterale ¢ stato rimosso e sostituito da HBSS-HEPES
fresco. La soluzione apicale ¢ stata analizzata solo alla fine dell’esperimento. Le soluzioni
stock sono state fatte in DMSO e successivamente diluite in HEPES buffer fino ad ottenere
una concentrazione finale di DMSO nel saggio dello 0.2%.

La concentrazione degli acetileni nel campione ¢ stata determinata utilizzando un sistema di
HPLC a gradiente Shimadzu (Shimadzu LC10AT) accoppiato ad uno spettrometro di massa a
quattro poli (Shimadzu 2010-EV) operante con ioni positivi e utilizzando un’interfaccia APCI
(atmospheric pressure chemical ionisation). La fase mobile era costituita da una miscela si
acqua (A) e acetonitrile (B), entrambe contenenti lo 0.1% di acido formico. Il gradiente di
eluizione utilizzato era formato dal 40% al 100% di B e aggiunto dopo 25 minuti, seguito da
un periodo di re-equilibrazione fatto con il 40% di B prima della successiva iniezione. E’ stata
utilizzata una colonna Phenomonex Cig, 3 W, 100 8x 2.00 mm con flusso di solvente di 0.3
ml/min. Il coefficiente apparente di permeabilita (P,,p, cm/s) €& stato determinato dopo 90
minuti come descritto in letteratura [Matthias et al., 2004]. L’esperimento ¢ stato replicato tre

volte e i risultati espressi come media + S.E.
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Fig. 18: Modello sperimentale utilizzato per lo studio di permeabilita dei composti puri della specie E. pallida

attraverso il monostrato cellulare di Caco-2.

XI. Analisi del ciclo cellulare

Per D’analisi citofluorimetrica del ciclo cellulare, le cellule HL60 sono state seminate in
piastre da 60 mm e trattate con diverse concentrazioni del composto Y per 96 ore.
Successivamente 1x10° cellule sono state raccolte, centrifugate e lavate in PBS e poi fissate in
2.5 ml di etanolo al 70% e incubate in ghiaccio per 30 min. Le cellule sono state centrifugate
e sospese in una soluzione DNA-staining composta da RNase A (100 pg/ml), 0.05% di
Triton-X-100 e ioduro di propidio (5 mg/ml), dove sono state lasciate ad incubare per 40
minuti a 37°C. Successivamente sono stati aggiunti 3 ml di PBS e i campioni centrifugati ed
infine risospesi per [I’analisi citofluorimetrica utilizzando un citofluorimetro FACScan
equipaggiato con un raggio laser di argon a 488 nm (BD Biosciences). Tutte le misurazioni
sono state effettuate utilizzando le stesse coordinate strumentali e sono stati raccolti almeno

10,000 eventi per campione.
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XII. Misurazione del flusso del Ca™

La linea cellulare HL60 CB2-positiva ¢ stata utilizzata per la misurazione dei flussi del Ca*™.
In particolare, 1x10 cellule sono state incubate a 37°C per 20 minuti in Hanks' balanced salt
solution contenente fluo3/AM ad una concentrazione finale di 4 uM e 0.15 mg/ml di Pluronic
F-127. Le cellule sono state diluite 1:5 in Hanks' balanced salt solution contenente I’ 1% di
siero fetale bovino e incubate per 40 min a 37°C. Dopo di che, sono state lavate tre volte con
PBS e sospese in 500 pl di Ca**-free HEPES-buffered saline, contenente 137 mM NaCl, 5
mM KCl, 1 mM Na,HPO,4, 5 mM glucosio, 0.5 mM MgCl,, 0.1 mM EGTA, 1 g/l di albumina
sierica bovina, 10 mM HEPES, a pH 7.4. Prima di effettuare la misurazione, le cellule sono
state incubate per 7 minuti a 37°C e successivamente stimolate con I’estratto lipofilo di E.
pallida oppure veicolo (controllo), in presenza o assenza dell’antagonista CB2 selettivo
SR144528 (2 uM) e poi analizzate al canale FL1 del citofluorimetro FACScan equipaggiato

con un raggio laser di argon a 488 nm (BD Biosciences).

XIII. Analisi statistica dei dati

I dati, ottenuti da almeno tre esperimenti indipendenti, sono presentati come valori medi +
errore standard (S.E.). La significativita statistica dei risultati ¢ stata valutata mediante il ¢ di
Student test oppure l’analisi ad una via della varianza (ANOVA) seguita dal post-test

Newman-Keuls per confronti multipli.
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RISULTATI E DISCUSSIONE

L. Attivita antiproliferativa degli estratti esanici delle tre specie medicinali di Echinacea

Gli estratti esanici delle tre specie medicinali di Echinacea sono stati testati nel range di
concentrazione tra 1 e 300 pg/ml per 24, 48 e 72 ore di esposizione su due linee cellulari
tumorali umane, la MIA PaCa-2, di pancreas, e la COLO320, di colon. I risultati hanno
mostrato che le tre specie di Echinacea sono in grado di bloccare la proliferazione cellulare in
modo concentrazione e tempo dipendente su entrambe le linee tumorali (Fig. 19-20). I valori
di ICsy calcolati dalle curve dose-effetto hanno evidenziato un differente profilo
antiproliferativo tra le specie; in particolare I’ E. pallida ¢ risultata essere la piu attiva con una
maggiore potenza d’azione rispetto a E. purpurea ed E. angustifolia, che hanno mostrato un
andamento tempo e concentrazione dipendente molto simile tra loro (Fig. 19-20, Tabella I)

[Chicca A et al, 2007].
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Fig. 19: Riduzione della vitalita cellulare della linea MIA PaCa-2, dopo trattamento con estratto esanico delle tre
specie medicinali di Echinacea (pallida (A), purpurea (B), angustifolia (C) nel range di concentrazione 1-300

pg/ml per 24, 48 e 72 ore di esposizione.
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Fig. 20: Riduzione della vitalita cellulare della linea COLO320, dopo trattamento con estratto esanico delle tre
specie medicinali di Echinacea (pallida (A), purpurea (B), angustifolia (C) nel range di concentrazione 1-300

pg/ml per 24, 48 e 72 ore di esposizione.

Questa differenza riflette molto bene il diverso profilo fitochimico degli estratti, infatti la
radice di E. pallida ¢ particolarmente ricca di composti acetilenici [Barnes J ef al., 2005;
Pellati F et al., 2006; Pellati F et al.,, 2007], ma manca delle alchilamidi che invece sono
costituenti principali delle radici di E. purpurea ed E. angustifolia [Barnes J et al., 2005].
Diversi studi in letteratura hanno evidenziato che composti acetilenici provenienti da vari
organismi vegetali sono in grado di determinare, in vitro, un potente effetto citotossico su
diverse linee cellulari tumorali umane come le U937 (leucemiche), HelLa (cervice uterina),
BCA-1 (mammella) e le SK-MEL-2 (di melanoma) [Kim YS et al., 1989; Matsunaga H et al.,
1990; Ito A et al., 2001; Lee Y] et al., 2004; Whelan and Ryan, 2004; Zidorn C et al., 2005;
Choi HIJ et al., 2006; Park C et al., 2006; Siddiq A and Dembitsky V, 2008]. Inoltre ¢ stato
suggerito che queste molecole siano in grado di promuovere il processo apoptotico [Choi HJ
et al., 2006; Park C et al., 2006] e potenziare I’azione di farmaci antineoplastici classici come
la mitomicina C [Matsunaga H et al., 1994].

I nostri dati sperimentali hanno evidenziato un effetto antiproliferativo tempo-dipendente nel
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range 24-72 ore [Fig.19-20, Tabella I].

ICsp (ug/ml) = S.E.
Echinacea MIA PaCa-2 COLO320
species
24 ore 48 ore 72 ore 24 ore 48 ore 72 ore
pallida > 100 506+39  464+097 | 209+15"  10.1x047  105%0.7"
purpurea > 100 66.2 + 6.6 62.9+22 > 100 86.7 0.6 253+1.1
angustifolia > 100 76.0+2.0 82815 > 100 72.5+34 31.8+2.0

Tabella I: ICs; calcolato dopo 24, 48 e 72 ore di trattamento con gli estratti esanici di radice delle tre specie
medicinali di Echinacea sulle linee tumorali umane di pancreas MIA PaCa-2 e di colon COLO320 (“'p<0.01 E.
pallida vs E. angustifolia, E. purpurea; n=9)

Questi risultati hanno anche chiaramente evidenziato una diversa sensibilita delle due linee
tumorali al trattamento, infatti le cellule di colon risultano essere pil sensibili all’azione
antiproliferativa degli estratti come confermano i valori di ICsy (Tabella I). Tale differenza
risulta molto piu evidente e significativa per la specie E. pallida anche a tempi di esposizione
brevi (gia dopo a 24 ore (Tabella I)) [Chicca A et al., 2007].

In conclusione, gli estratti lipofili delle specie medicinali di Echinacea determinano un effetto
antiproliferativo sia tempo che concentrazione dipendente e I'E. pallida risulta essere la
specie piu attiva. Queste esigenze hanno suggerito di proseguire lo studio in due direzioni: da
un lato, indagare i meccanismi responsabili dell’effetto antiproliferativo dell’estratto lipofilo
di E. pallida, con particolare attenzione ad un potenziale coinvolgimento del processo
apoptotico; dall’altro procedere all’analisi di frazioni a diversa polarita derivanti dall’estratto
esanico di E. pallida, arricchite in composti acetilenici fino ad arrivare all’identificazione,

isolamento e caratterizzazione dei suoi principi attivi. Questa seconda parte del progetto ¢
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consistita quindi in un frazionamento bio-guidato dell’estratto esanico di E. pallida mediante
un processo comunemente utilizzato per identificare molecole bio-attive di origine naturale,
cosi come ¢ ben descritto anche nella review di Koehn e Carter recentemente pubblicata su

Nature Drug Discovery [Kohen FE and Carter GT, 2005].

I1. Analisi del meccanismo di morte cellulare associato all’effetto citotossico dell’estratto
esanico di E. pallida

La morte cellulare ¢ un processo che puod avvenire per due principali meccanismi, la necrosi e
I’apoptosi, che possono essere attivati da numerosi di stimoli endogeni ed esogeni. La morte
necrotica avviene generalmente in seguito a insulti acuti che alterano in maniera irreparabile i
processi vitali cellulari. L’apoptosi, o morte cellulare programmata, invece svolge un ruolo
molto importante a livello fisiologico, in quanto rappresenta un meccanismo centrale di
omeostasi tissutale [Igney FH and Krammer PH, 2002], infatti, gli organismi multicellulari
eliminano, attraverso 1’apoptosi, cellule infettate, danneggiate o superflue e difetti di questo
meccanismo di morte possono conferire resistenza cellulare alla chemioterapia e alla
radioterapia [Miyashita T and Reed JC, 1993; Korsmeyer SJ, 1992]. In molti tumori, infatti, si
osserva una ridotta attivita del processo apoptotico che conferisce aggressivita e malignita alla
massa neoplastica. Diverse strategie terapeutiche anticancro quindi si basano proprio sul
ripristinare il pattern molecolare alla base di questo meccanismo di morte cellulare.

L’estratto di E. pallida ¢ stato saggiato per valutare il tipo di morte associato all’effetto
citotossico osservato. Abbiamo cosi misurato due parametri importanti coinvolti nel processo
apoptotico, I’attivita delle caspasi 3/7 e la frammentazione internucleosomica del DNA. Le
caspasi sono una famiglia enzimatica che svolge un ruolo chiave sia nelle fasi iniziali che

nell’esecuzione dell’apoptosi, quindi una loro iperattivita ¢ indice dell’attivazione di questo

meccanismo letale. La rottura del DNA in frammenti di 180-200 pb (o multipli) ¢ un’altra
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caratteristica peculiare del processo apoptotico, infatti I’endonucleasi endogena agisce
rompendo il filamento di DNA in punti specifici, quali i linkers tra un nucleosoma e 1’altro,
generando cosi mononucleosomi o oligonucleosomi liberi che si accumulano nel citoplasma
dove rimangono alcune ore prima della rottura della membrana citoplasmatica [Duke RC and
Coehn JJ, 1986; Terui Y et al., 1995; Bonfoco E, et al., 1995].

I dati sperimentali hanno mostrato che I’estratto di E. pallida determina morte cellulare
apoptotica in modo concentrazione dipendente dopo 24 ore di esposizione sulle due linee

tumorali come confermato da entrambi i parametri misurati (Fig. 21-22).

|
*
|

vs. controllo non trattato
W
1

Incremento attivita caspsica 3/7
vs. controllo non trattato

Incremento frammenti nucleosomici

50 100 A N A N
concentrazione [pg/ml] 50 100
concentrazione [pg/ml]

Fig. 21: Incremento dell’attivita delle caspasi 3 e 7 (A) e della frammentazione nucleosomici del DNA (B), dopo
trattamento della linea MIA PaCa-2 con estratto esanico di E. pallida alle concentrazioni di 50 e 100 ug/ml per

24 ore di esposizione (legenda: A: apotosi; N: necrosi).

L’estratto ¢ stato saggiato a due livelli di concentrazione, uno vicino al valore di ICsy (dopo
72 ore di esposizione) e ad uno superiore, cioe 50 e100 pg/ml per la linea MIA PaCa-2 e 10 e
50 pg/ml per la COLO320. In entrambi i casi si osserva un incremento significativo sia
dell’attivita delle caspasi 3/7 sia dell’arricchimento citosolico di frammenti di DNA; tutti e
due i parametri sono gia significativamente elevati alla concentrazione pit bassa ma

aumentano notevolmente alla concentrazione maggiore suggerendo quindi un effetto
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concentrazione dipendente (Fig. 21-22). Quantitativamente, I’incremento delle caspasi ¢ circa
1,5 e 2,3 volte superiore rispetto al controllo non trattato per la concentrazione piu bassa e piu
alta, rispettivamente, mentre 1’arricchimento nucleosomici nel citosol ¢ rispettivamente circa
2 e 5 volte superiore al controllo (Fig. 21-22). Questi risultati sembrano essere
particolarmente rilevanti per la linea MIA PaCa-2 tenendo conto della bassa sensibilita di
queste cellule al trattamento chemioterapico classico [Yang L et al., 2003].

Abbiamo anche valutato 1’arricchimento di frammenti nucleosomici a livello extracellulare (in
accordo con il protocollo del kit “Cell Death Detection ELISApluS”, Roche) a cui si associa
una precoce rottura della membrana plasmatica e il conseguente rilascio del suo contenuto
citosolico all’esterno (marker di morte necrotica). Come riportato nei grafici 21 e 22, in

nessuna condizione sperimentale saggiata ¢ stata osservata una differenza significativa

rispetto al controllo non trattato.

A

vs. controllo non trattato
(95}
1
| *

Incremento attivita caspsica 3/7
vs. controllo non trattato
Incremento frammenti nucleosomici

10 50 A N A N

concentrazione [pg/ml] 10 50
concentrazione [pg/ml]

Fig. 22: Incremento dell’attivita delle caspasi 3 e 7 (A) e della frammentazione nucleosomici del DNA (B), dopo
trattamento della linea MIA PaCa-2 con estratto esanico di E. pallida alle concentrazioni di 10 e 50 pg/ml per 24

ore di esposizione (legenda: A: apotosi; N: necrosi).

In conclusione, ’estratto lipofilo di E. pallida esplica il suo effetto citotossico, almeno in
parte coinvolgendo il meccanismo di morte cellulare apopotica in modo concentrazione

dipendente e senza un coinvolgimento significativo della necrosi [Chicca A et al., 2007].
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III. Valutazione dell’effetto citotossico di frazioni a polarita crescente derivanti
dall’estratto lipofilo di E. pallida

I risultati di citotossicita ottenuti per gli estratti di Echinacea hanno chiaramente evidenziato
che la specie E. pallida esplica il suo effetto con maggior potenza rispetto alle altre due
specie, ed & caratterizzato da un valore di ICsp medio di 28.5 ug/ml sulle due linee tumorali
saggiate. Questo valore ¢ in linea con il criterio stabilito dall’American National Cancer
Institute (ICsyp inferiore 30 pg/ml) per legittimare l’indagine di un estratto naturale e
proseguire nel suo frazionamento bio-guidato fino all’isolamento dei principi attivi [Suffness
and Pezzuto, 1990]. Dall’estratto esanico di E. pallida sono state cosi ottenute frazioni a
diversa polarita (numerate da 1 a 10 in ordine crescente di polarita) arricchite nei singoli
composti puri. Tali frazioni sono state saggiate alle concentrazioni di 3 e 30 pg/ml dopo 72
ore di esposizione. Su entrambe le linee cellulari, alla concentrazione piu bassa saggiata,
nessuna frazione ha determinato una riduzione statisticamente significante della vitalita
cellulare significativamente minore rispetto a controlli non trattati, mentre a 30 pg/ml la
maggior parte di esse ha mostrato un effetto antiproliferativo molto rilevante, in alcuni casi
superiore al 90-95 % (Tabella II).

Questo risultato conferma che i composti acetilenici presenti nell’estratto di E. pallida sono
responsabili dell’effetto citotossico evidenziato dall’estratto “in foto” e in base alla differenza
di potenza d’azione riportata per le singole frazioni (Tabella II) ¢ ipotizzabile un diverso

contributi di questi composti all’effetto antiproliferativo dell’estratto.
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Effetto Antiproliferativo

Frazioni Acetileni identificati MIA PaCa-2 COLO0320
1 o+ B n.a. n.a.
2 Y +++ +++
3 G +0,+Y 4+ 4+
4 € +++ +++
5 & ++ +++
6 € +M +++ +++
7 & +M ++ +++
8 G+ 7Y +++ +++
9 iy + +++
10 A+ 108 n.a. +

Legenda: +++ effetto antiproliferativo > 75%; ++ effetto antiproliferativo > 50%; + effetto antiproliferativo >
25%; n.a.: non attivo

Tabella II: Effetto antiproliferativo di frazioni a polarita crescente (30 pg/ml) derivanti dall’estratto esanico di
E. pallida sulle linee tumorali umane di pancreas, MIA PaCa-2, e di colon, COLO320, dopo 72 ore di

esposizione (n=9).

IV. Attivita citotossica dei composti poliacetilenici e polienici di E. pallida

La parte finale del frazionamento bio-guidato ha portato all’isolamento dei composti puri
dall’estratto esanico di E. pallida. E’ stata valutata 1’attivita antiproliferativa dei singoli
acetileni in un intervallo di concentrazione tra 0.1 e 100 pM per 24, 48 e 72 ore di
esposizione. Sono stati saggiati cinque composti (denominati con le lettere greche v €, €, A,
M2) identificati e caratterizzati nel Laboratorio di Fitochimica diretto dal Prof. Melegari
presso I’Universita di Modena e Reggio Emilia [Pellati F ef al., 2006]. Quasi tutte le

molecole hanno evidenziato un effetto antiproliferativo sia tempo che concentrazione
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dipendente, e, anche in questo caso, 72 ore & risultato il tempo di esposizione piu efficace.
Come riportato in Tabella III, il composto Y ha mostrato un effetto citotossico
significativamente maggiore rispetto agli altri acetileni su entrambe le linee cellulari. Sulla
linea pancreatica, i due composti bicarbonilici €; e € hanno mostrato una modesta attivita
antitumorale, mentre il trattamento con i composti A e |, ha prodotto una scarsa riduzione
delle vitalita cellulare con ICsy superiori a 100 uM.

Sulla linea di colon, i composti in esame hanno mostrato un profilo citotossico simile a
quello riscontrato su MIA PaCa-2 ad eccezione del composto A che ha mostrato un ICs

sensibilmente piu basso rispetto a quello calcolato sulla linea di pancreas.

ICso (UM) + S.E.

Composi acetilenici MIA PaCa-2"* COLO320 HEK-293
Y 32239 23£03" > 100
& 63.5+1.1 22.8+2.1 > 100
& 60.9+0.6 253+0.5 > 100
A > 100 21.8+1.2 > 100
1P > 100 80.1+0.2 > 100
5-FU 7.4+0.5 8.7+0.2 n.c.

Legenda: n.c.: non calcolato.

Tabella III: 1Cs, calcolati dopo 72 ore di esposizione per i composti acetilenici derivanti dall’estratto esanico di
E. pallida sulle due linee tumorali umane MIA PaCa-2 e colon COLO320 e sulla linea non tumorale HEK-293
(‘p<0.05, “p<0.01 composto y vs gli altri acetileni; *p<0.01 ICso su MIA PaCa-2 vs ICsy su COLO320; n=9).

La linea di colon ¢ risultata, inoltre, piu sensibile al trattamento con i composti puri e, in

56



particolare, la citotossicita del composto 7 ¢ risultata 15 volte inferiore a quello ottenuto sulla
linea MIA PaCa-2 (Tabella III). Questa differente sensibilita delle due linee cellulari al
trattamento ¢ simile a quella osservata per gli estratti lipofili [Chicca A et al., 2007].

I composti hanno evidenziato inoltre una selettivita d’azione verso le cellule tumorali, infatti
i risultati ottenuti sulla linea cellulare non tumorale HEK-293 non hanno evidenziato un
effetto citotossico significativo (Tabella IIT) [Chicca A et al., 2008].

Il composto 7y ¢ risultato il pitl interessante della serie anche alla luce del fatto che i valori di
ICsp calcolati sono paragonabili a quelli ottenuti sulle stesse linee con il 5-Fluorouracile (5-
FU), farmaco utilizzato in terapia prevalentemente contro tumori del colon [Omura K, 2008;
Aung KL et al., 2007] e in associazioni chemioterapiche nel trattamento di tumori

pancreatici [Oettle H and Neuhaus P, 2007; Lee JJ and Chu E, J 2007].

V. Analisi dei parametri SASA (Solvent- Accessible Surface Area)

I valori di ICsq calcolati sulle due linee tumorali hanno mostrato una differenza significativa
nell’effetto citotossico dei diversi acetileni, nonostante la forte analogia strutturale di questi
composti (Fig. 14). Al fine di formulare un’ipotesi plausibile di questa differente attivita, &
stata effettuata una valutazione delle caratteristiche associate alla struttura chimica delle
singole molecole, quali la distribuzione spaziale degli atomi e I’ accessibilita della molecola ai
solventi di natura polare e non polare (un importante indice del bilancio idro-lipofilo della
molecola). In collaborazione con la Prof.ssa Bianucci e la Dott.ssa Massarelli, del
Dipartimento di Chimica industriale dell’Universita di Pisa, ¢ stata effettuata un’analisi
computazionale dei composti acetilenici, dove le molecole sono state ottimizzate in mezzo
acquoso applicando consecutivamente due algoritmi (steepest descent e conjugate gradient)

di minimizzazione energetica, del programma Discover. Dalle strutture cosi ottimizzate, e

mostrate, si evince la disposizione tridimensionale piu probabile e con il pit basso contenuto
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energetico (Fig. 23A). Inoltre, da una sovrapposizione di tali strutture (Fig. 23B), effettuata
tramiti appositi software, ¢ stato possibile osservare che i composti u, A e € sono
completamente sovrapponibili, mentre sia il composto 7y che €; si discostano dagli altri nella
porzione terminale della catena alchilica e il composto Y presenta anche una disposizione della
catena carboniosa che si discosta completamente da tutte le altre molecole, probabilmente in

seguito della mancanza del secondo gruppo carbonilico (come €; e €,) o dell’ossidrile (come

u, e A) (Fig. 14).

=

Fig. 23: Strutture tridimensionali dei singoli acetileni isolati da E. pallida ottimizzate in ambiente acquoso (A).

Sovrapposzione delle strutture molecolare dei composti puri (B).

Le singole strutture tridimensionali mostrate in figura 23A sono state sottoposte al calcolo del
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SASA e delle sue principali componenti, quella polare e quella non polare i cui valori sono

riportati in tabella I'V. In particolare, il composto 7y presenta la componente polare pil bassa e

quella non polare piu alta rispetto a tutti gli altri acetileni da cui segue il maggiore rapporto

non polar/polar. Cio indica una elevata accessibilita della molecola a solventi non polari e

molto poco a quelli idrofili determinando un bilancio idro-lipofilo molto basso, da cui segue

che il y ¢ il composto maggiormente lipofilo tra tutti quelli analizzati.

Acetileni | SASA total(A?) | Polar-SASA(A?) | Non Polar-SASA(A”) | Non polar/polar SASA
Y 550,8 38,33 512,5 13,38
€ 561,5 66,54 495,0 7,44
€ 554,1 66,31 487.8 7,36
A 5813 86,54 4947 5,72
M2 567,6 90,15 471.5 5,30

Tabella I'V: Valori del parametri SASA (total, polar; non polar; non polar/polar) calcolati per i singoli acetileni

isolati dall’estratto lipofilo di E. pallida

Dalla correlazione con la citotossicita dei singoli acetileni (espressa tramite i valori di ICsp) €

emersa una diretta proporzionalita con la componente polare e una inversa proporzionalita

con la componente non polare del SASA, da cui & stato possibile ipotizzare che una

maggiore lipofilicita della molecola determina un incremento del loro effetto citotossico

[Chicca A et al., 2008].
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VI. Valutazione della potenziale biodisponibilita orale degli acetileni presenti
nell’estratto di E. pallida

La linea cellulare Caco-2, pur derivando da adenocarcinoma umano di colon, a causa della
somiglianza morfologica e funzionale con le cellule epiteliali intestinali [Hidalgo 1J et al.,
1989; Hilgers AR et al., 1990; Bohets H et al., 2001] rappresenta uno dei modelli
scientificamente riconosciuti e pill utilizzati sia dalle industrie farmaceutiche che dalla
autorita di controllo come standard per il saggio di screening in grado di predire la
permeabilita intestinale di molecole e composti somministrati oralmente nell’'uomo; questo
perché la permeabilita attraverso il monostrato di Caco-2 si correla molto bene con
I’assorbimento in vivo nell’uomo [Artursson P et al., 2001; Yamashita S et al., 2000;
Artursson P and Karlsson J, 1991].

Visto che un recente studio ha dimostrato la presenza elevata di poliacetileni e polieni in
preparati commerciali a base di E. pallida [Pellati F et al., 2006] e che in letteratura non ci
sono dati farmacocinetici riguardanti gli acetileni dell’ Echinacea, abbiamo valutato, in
collaborazione con la Dott.ssa Matthias della MediHerb Reseacrh laboratories (Queensland,
Australia), la loro potenziale biodisponibilita orale utilizzando proprio il monostrato di Caco-
2 come modello sperimentale.

L’andamento cinetico dell’assorbimento mostrato in Fig. 24 evidenzia un rapido passaggio
dei composti A, 6; (gia dopo 30 minuti) e Y (dopo 60 minuti) e il raggiungimento del plateau
dopo 90 minuti dall’inizio dell’esperimento. La percentuale di diffusione attraverso il
monostrato cellulare non ¢ elevata (intorno al 30%) e cid puo essere dovuto a
metabolizzazione dei composti, a ritenzione nelle membrane cellulari o sulle plastiche di a
causa della loro elevata lipoficilita.

In Tabella V ¢ riportata la permeabilita apparente (P,p), parametro molto importante

calcolato alla fase di plateau dell’assorbimento dei composti (90 minuti), strettamente
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correlato con la potenziale biodisponibilita orale. I valori di P,y sono tutti ampiamente
superiori a 1x10°® cm/s (limite al di sopra del quale viene considerato un assorbimento
intestinale quasi completo [Artursson P and Karlsson J, 1991]) indicando un buon
assorbimento “per os” di alcuni degli acetileni presenti nell’estratto di E. pallida tra cui del

composto piu attivo y anche in alcuni preparati commerciali [Chicca A et al., 2008].

% di diffusione
(attraverso il monostrato di Caco-2)

30 60 90 120 150
Tempo (min)

Fig. 24: Cinetica di trasporto degli acetileni dell’estratto esanico di E. pallida attraverso il monostrato di Caco-2

per 2.5 ore.

Nonostante cio, altre indagini dovranno essere svolte al fine di caratterizzare in modo piu
approfondito il profilo farmacocinetico di queste molecole, che potrebbe risentire
intensamente dell’elevata lipoficilita e dei problemi di stabilita che li caratterizzano.

Da un lato infatti, 1’elevata idrofobicita facilita 1’assorbimento intestinale, I’attraversamento
dei tessuti e I'ingresso nella cellula, ma dall’altro risulta svantaggiosa per il transito
attraverso 1 liquidi biologici. Tale caratteristica fisica potrebbe creare i presupposti, in
ambiente idrofilo, per una aggregazione sovramolecolare degli acetileni a cui potrebbe

conseguire una variazione della concentrazione realmente disponibile al sito bersaglio, cosi
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come ¢ stato ampiamente descritto dal gruppo del Dott. Gertsch per alcune alchilamidi
presenti nell” E. purpurea ed E. angustifolia [Raduner S et al., 2007]. Questo fenomeno puo
influenzare la biodisponibilita orale di queste molecole nell’'uomo, ma anche limitarne la
sperimentazione in vitro; per i composti acetilenici, nelle nostre condizioni sperimentali, ¢
stata quindi valutata preventivamente la capacita di formare aggregati sovramolecolari in
relazione alla concentrazione.

Un altro aspetto importante che puo alterare le caratteristiche farmacocinetiche cosi come la
sperimentazione in vitro di alcuni poliacetileni e polieni, ¢ la loro scarsa stabilita. Questi
composti sono infatti fotosensibili e si ossidano facilmente in seguito ad una prolungata
esposizione all’aria o all’umidita e se non vengono conservati a basse temperature,

specialmente quando si trovano in soluzione.

Acetileni P apparente (x10° cm/sec)
A 49.0+74
o1 32.7+£35
v 10.1£3.2
Acido cicorico 048 £0.11
Alchilamide (PM 247) 574+32

Tabella V: Permeabilita degli acetileni attraverso il monostrato di Caco-2 dopo 90 minuti. I composti A, G, € ¥
derivano dalla specie E. pallida, mentre 1’alchilamide a PM 247 e I’acido cicorico dall’E. angustifolia e E.

purpurea, utilizzati come controllo positivo e negativo rispettivamente [Matthias A et al., 2004]
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VII. Indagine dell’effetto citotossico del composto v e dei potenziali meccanismi ad esso
associati

In seguito ai risultati di citotossicita e di biodisponibilita, il composto ¥ ¢ risultato il piu attivo
tra quelli saggiati ed anche uno dei pochi potenzialmente biodisponibili, quindi ’ultima parte
dello studio si ¢ concentrata su questa molecola, in particolare per confermarne 1’effetto
antitumorale ampliando il numero di linee tumorali saggiate, caratterizzarne il meccanismo di

morte cellulare e indagare potenziali meccanismi molecolari coinvolti nell’effetto citotossico.

VILI Valutazione del meccanismo di morte cellulare associato al trattamento con il
composto Y

Per la valutazione del meccanismo di morte cellulare, sono stati indagati 1’ attivita caspasica e
la frammentazione internucleosomica del DNA, gia presi in esame per 1’estratto lipofilo di E.
pallida. 1 dati ottenuti hanno evidenziato che I’apoptosi contribuisce in modo sostanziale
all’effetto citotossico del composto 7Y, senza un coinvolgimento significativo della necrosi. Su
entrambe le linee tumorali infatti, si osserva un incremento dei frammenti internucleosomici
di DNA presenti nel citoplasma, mentre non si evidenzia alcuna variazione percentuale dei
frammenti di DNA extracitosolici. Inoltre, I’ incremento significativo dell’attivita caspasica
3/7 (circa 1,5-2 volte) rispetto ai controlli non trattati, indica un coinvolgimento di questi

enzimi nel meccanismo d’azione del composto in esame (Fig. 25) [Chicca A et al., 2008].
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vs. controllo non trattato

Incremento attivita caspsica 3/7
vs. controllo non trattato

MIA PaCa-2 COLO320 A N A N

Incremento frammenti nucleosomici

Linea cellulare MIA PaCa-2 COLO320
Linea cellulare

Fig. 25: Incremento dell’attivita delle caspasi 3 e 7 (A) e della frammentazione nucleosomica del DNA (B),
dopo trattamento per 24 ore di esposizione con il composto 7y alla concentrazioni di 30 e 5 uM rispettivamente

della linea MIA PaCa-2 e COLO320 (legenda: A: apotosi; N: necrosi).

VILII Effetto citotossico del composto ¥ su diverse linee cellulari

I dati ottenuti dimostrano una chiara attivita antiproliferativa del composto 7 sulle due linee
tumorali trattate, MIA PaCa-2 e COLO320, con valori di ICsy nell’ambito micromolare.
Questo composto ¢ stato saggiato nelle stesse condizioni sperimentali su altre linee cellulari
umane, in particolare una di tumore mammario, MCF-7 e due linee leucemiche, HL60 e
Jurkat. I valori di ICsq calcolati dalle curve dose-effetto (compresi tra 2 e 20 uM) e riportati in

tabella VI confermano i dati di citotossicita ottenuti sulle linee di pancreas e di colon.

ICsp (uM) = S.E.
Acetilene MIA PaCa-2 COLO0320 HL60 MCEF-7 Jurkat
Y 32.1+3.9 23+03 21.3+0.8 25+0.7 2.1+0.6

Tabella VI: ICs, calcolati dopo 72 ore di esposizione con il composto ¥ sulle linee tumorali umane MIA PaCa-2,

COLO320, HL60, MCF-7, Jurkat .(n=9).
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VILIII Analisi citofluorimetrica del ciclo cellulare dopo trattamento con il composto y

L’analisi citofluorimetrica della distribuzione del ciclo cellulare ¢ stata effettuata utilizzando
la linea tumorale HL60 dopo 96 ore di trattamento con il composto Y. Da questa analisi si €
evidenziato un significativo spostamento della percentuale di cellule in fase G; senza
alterazione delle fasi S e G;. L’incremento in G; ¢ dipendente dalla concentrazione del
composto, infatti, come mostrato in tabella VII, questo fenomeno aumenta all’aumentare della
concentrazione saggiata. Questo risultato, che andra confermato anche su altre linee tumorali
nelle quali il composto ¥ induce un effetto citotossico, ci permette comunque di ipotizzare
che, almeno parzialmente, il suo meccanismo d’azione sia determinato dall’interazioni con

specifici targets cellulari che portano ad un blocco del ciclo in fase Gj.

% di distribuzione nelle varie fasi del ciclo cellulare

[uM] composto Y Fase G, Fase S Fase G,
0 (controllo) 69.7+19 126 £2.3 127+£1.2
20 80.9+1.3 9.9+0.8 5.6+1.6

40 88.0+ 1.17 79+ 1.1 53+1.0

Tabella VII: Distribuzione delle cellule HL60 nelle fasi del ciclo cellulare dopo 96 ore di trattamento con il

composto y ("p<0.05, “p<0.01 concentrazione di y vs controllo).

Diversi studi hanno ipotizzano che il meccanismo molecolare con cui agiscono i composti
poliacetilenici sia legato alla formazione a livello intracellulare di carbocationi stabili (per

perdita di una molecola di acqua) che agiscono da agenti alchilanti prevalentemente verso
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mercapto- e ammino- gruppi proteici o di altre macromolecole [Christensen LP and Brandt K,
2006]. L’effetto citotossico di poliacetileni derivanti da altri organismi vegetali ¢ ben
documentato in letteratura. Ad esempio, il falcarinolo e suoi analoghi, presenti
prevalentemente nelle Apiaceae, sono in grado di inibire la crescita cellulare di diverse linee
tumorali in vitro e in vivo in tumori umani xenotrapiantati in topo [Bernart MW et al., 1996].
Studi successivi hanno individuato che tale effetto ¢ associato, almeno parzialmente, ad un
arresto del ciclo cellulare in fase G [Kuo YC et al., 2002].

In linea con queste evidenze, il panaxydol, un poliacetilene isolato dalla radice del Panax
ginseng, ¢ in grado di inibire la crescita di diverse linee tumorali umane, tra cui la linea di
melanoma SK-MEL-1, in seguito ad un blocco del ciclo cellulare in fase Gj. In particolare,
I’effetto del panaxydol & associato ad una riduzione dose-dipendente dell’attivita della Cdk2
(cyclin dependent kinase 2), che forma un complesso sia con la ciclina E, che ¢ sintetizzata
nella fase tardiva di G, e ne stimola il passaggio alla fase S, sia con la ciclina A, che induce la
transizione da G; a S e I’inizio della sintesi del DNA; inoltre & responsabile dell’incremento di
una importante CKI (cycline kinase inhibitor), la p27KIP ! che, legandosi al complesso
ciclina/Cdk in fase Gj, determina un rallentamento della progressione del ciclo cellulare
[Moon J et al., 2000].

Un’altra classe di poliacetileni che inducono un significativo effetto citotossico, sono quelli
isolati dalle spugne della specie Petrosia, di cui i principali rappresentanti sono il
dideoxypetrosynil A e suoi analoghi. Un recente studio ne ha dimostrato la capacita di inibire
la proliferazione della linea leucemica U937, capacita che ¢ determinata da un blocco in fase
G del ciclo cellulare in maniera concentrazione-dipendente. Tale effetto si esplica tramite una
up-regulation della ciclina D1, responsabile della transizione iniziale in G; e una down-
regulation della ciclina E, responsabile della transizione G;-S. In conseguenza a questi eventi,

il dideoxypetrosynil A riduce la fosforilazione (e quindi 1’inattivazione) della pRB (proteina
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retinoblastoma) che rimane fosforilata per un tempo prolungato e quindi non si dissocia dal
fattore trascrizionale E2F, determinando di fatto un blocco in G;. La pRB inibisce anche la
trascrizione della CKI p16, la quale quindi, si trova sovraespressa e induce un blocco in G; a
cui segue il blocco della proliferazione cellulare [Park C et al., 2006].

Alla luce di queste informazioni, possiamo ipotizzare che il composto 7, essendo
particolarmente lipofilo possa penetrare con facilita nella cellula dove puo svolgere diverse
attivita tra cui interagire con diverse macromolecole come le cicline, le Cdk e le CKI

determinando un’alterazione del ciclo cellulare.

VIII. Attivita cannabinomimetica dell’estratto esanico di E. pallida sul recettore CB2

Diversi studi recenti hanno evidenziato un ruolo del sistema cannabinoide nel processo di
cancerogenesi. Anche se il quadro generale relativo al meccanismo d’azione, risulta ancora
contraddittorio, risultati interessanti, ottenuti sia in vitro che in vivo, mettono in luce la
potenziale attivita di cannabinoidi naturali e di sintesi come agenti antitumorali. Cio
nonostante, uno dei fattori limitanti per [’'utilizzo terapeutico di queste molecole ¢ il
potenziale effetto psicotropo, che perd in genere si manifesta a concentrazioni piu alte di
quelle terapeutiche (specie nell’ambito tumorale) e la cui principale responsabilita risiede
nell’attivazione del recettore CB1 [Sarfaraz S et al., 2008]. Anche per questo motivo, il
sottotipo recettoriale CB2 ha assunto un notevole interesse anche dal punto di vista del
potenziale utilizzo nella terapia anticancro. Molti dati sperimentali confermano che, seppur
non ancora del tutto chiarito, il CB2 svolge un ruolo rilevante nella proliferazione cellulare a
livello neoplastico. Ad esempio, 1’attivazione CB2 selettiva su cellule di glioma induce
apoptosi stimolando la sintesi de novo della ceramide [Sarfaraz S et al., 2006]. Analogamente
I’agonista CB2 selettivo JWH-133 ¢ in grado di inibire la proliferazione cellulare e indurre

morte apoptotica in cellule di melanoma umano e ridurre la massa di tumori umani
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xenotrapiatanti in topi atimici [Blazquez C et al., 2006]. Questo recettore ¢ implicato nel
controllo della crescita cellulare anche in altri tumori, come quello pancreatico [Carracedo A
et al., 2006], della mammella [Grimaldi C et al., 2006] e nei linfomi [Gustafsson K et al.,
2006].

Alla luce di queste ultime indicazioni e al fatto che le alchilamidi isolate dall’E. purpurea ed
E. angustifolia agiscono come agonisti CB2 con una affinita maggiore degli endocannabinoidi
anandamide e 2-arachidonilglicerlo [Raduner S et al., 2006], durante un periodo trascorso in
Svizzera presso il Laboratorio di Biologia Farmaceutica dell” ETH, (Swiss Federal Institue of
Technology — Zurich) diretto dal Prof. KH Altmann, & stato valutata la potenziale azione CB2
agonista dell’estratto esanico di E. pallida.

Dai risultati si osserva che, come riportato in figura 26, I’estratto ¢ in grado di determinare un
incremento del flusso del Ca™ intracellulare in maniera concentrazione dipendente e con una
potenza pari a quella dell’endocannabinoide 2-arachidonilglicerolo (2-AG). Sempre in Fig. 26
¢ riportata la completa reversione di tale effetto da parte dell’inibitore CB2 selettivo,

oy

SR144528 (2 uM) per le concentrazioni 1 e 10 pg/ml, mentre la liberazione del Ca™ ¢ solo

lievemente attenuata alla concentrazione di 50 ug /ml di estratto.
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Fig. 26: Incremento del flusso intracellulare di Ca*" dopo trattamento con I’estratto di E. pallida a diverse
concentrazioni, in assenza (A) o presenza (B) dell’inibitore CB2 selettivo SR144528 alla concentrazione di 2

uM. In entrambi i casi il 2-arachidonilglicerolo (2-AG) ¢ stato utilizzato come controllo positivo.

Lo ione Ca™ & un secondo messaggero implicato in una moltitudine di vie di trasduzione del
segnale, tra cui quella attivata dalla stimolazione del recettore CB2. I nostri dati, quindi, ci
permettono di ipotizzare una potenziale interazione dell’estratto di E. pallida con tale
recettore. Questa ipotesi & ulteriormente suffragata dal risultato ottenuto mediante
spiazzamento del radioligando specifico per il recettore CB2 [*H]-CP-55,940, da parte
dell’estratto di E. pallida che alla concentrazione di 20 pg/ml ¢ risultata in grado spiazzare
quasi il 90% del [3 H]-CP-55,940 dal sito recettoriale.

Ulteriori studi sono in corso per confermare I’attivita cannabinomimetica dell’estratto sul
recettore CB2, e parallelamente verranno saggiati i singoli acetileni presenti nell’estratto
stesso con lo scopo di verificare se uno o piu di questi composti ¢ responsabile dell’effetto
osservato.

Alla luce dei dati presenti in letteratura, dei risultati di citotossicita ottenuti dal frazionamento

bio-guidato dell’estratto di E. pallida, dai dati preliminari sul recettore CB2 e dal fatto che
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tale recettore si trova espresso in una ampia varieta di tessuti tumorali, tra cui il carcinoma
mammario [Caffarel MM et al., 2006], del colon [I1zzo AA, 2007], del pancreas [Carracedo et
al., 2006] nel melanoma [Blazquez C et al., 2006] e nei linfomi [Gustafsson K et al., 2006] un

ulteriore ipotetico meccanismo d’azione degli acetileni potra essere verificato.
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