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Un composto a base di resveratrolo riduce
lo stress ossidativo e migliora la
sintomatologia clinica in soggetti con BPCO

A resveratrol containing compound reduces oxidative stress and
ameliorates clinical symptoms in COPD subjects

Summary

Background. Inflammation of the respiratory tree accompanied by mucous hypersecretion and propensity to
acute exacerbation of chronic bronchitis (AECB) is the mark of chronic obstructive pulmonary disease (COPD).
Epidemiological surveys have shown that an antioxidants rich diet could reduce respiratory inflammation and
some symptoms related to oxidative stress.

Pourpose. Aims of this trial were to evaluate the effectiveness of a mixture containing resveratrol (10 mg),
vitamin C (180 mg), zinc (15 mg) and flavonoids (160 mg) in reducing the oxidative stress in well cured people
with a long lasting story of COPD, and to verify the potential benefits of oxidative stress reduction on clinical
symptoms and the AECB rate.

Methods. A cohort including 54 mild-moderate COPD subjects was randomised in two arms: the first one was
asked to take the above mentioned dietary supplement for 20 days each month followed by ten days interrup-
tion, for three consecutive cycles and a total duration of 90 days; subjects in the other arm received the usual
treatments only, without any supplementation. Oxidative stress was measured with d-ROMs® Test as variation
between basal and final values of serum hydroperoxides. Other endpoints were evaluated by noting symptoms
on a weekly diary given to each subject.

Results. Supplemented subjects showed a 20% reduction in serum hydroperoxides (p<0.05), and significant
decreases were recorded in coughing (score from 2.9 to 2.1; p<0.05) and sleeping (-0.7 points; p<0.05) in
comparison with controls. Seventeen AECB cases occurred in the controls and 14 in the supplemented arm.
Conclusion. These results suggest that the cyclic assumption of a compound containing resveratrol and other
antioxidant substances in mild-moderate COPD people, particularly in smoking subjects, could increase pro-
tection against exacerbations.
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BPCO) ¢ una malattia progressiva, clini-
camente caratterizzata da limitazione del flus-
so aereo, infiammazione cronica del tratto re-
spiratorio accompagnata da ipersecrezione,
tosse e dispnea, cui si associano modifiche isto-
logiche dell’albero bronchiale'?. Nella patoge-
nesi sono coinvolti fattori genetici ed ambien-
tali e fra questi un ruolo cruciale ¢ svolto dal
fumo di sigaretta, come testimoniato da una
frequenza della malattia ~10 volte maggiore
fra i fumatori e 5 volte maggiore fra gli ex fu-
matori rispetto ai non fumatori’.

Inoltre, con il peggioramento della capacita re-
spiratoria 1 pazienti vanno incontro ad episodi
di esacerbazione delle condizioni basali
(AECB-Acute Exacerbation of Chronic Bron-
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chitis), progressivamente piu frequenti e seve-
ri in relazione al deterioramento dei parame-
tri respiratori. Durante questi episodi, tutti i
sintomi presenti in condizione di stabilita in-
crementano in intensita, le condizioni genera-
li peggiorano ulteriormente e puo essere ne-
cessario il ricovero in ospedale. La maggior
parte dei decessi nei pazienti con BPCO so-
praggiunge durante un episodio di AECB*.
E’ inoltre da sottolineare che le riacutizzazio-
ni sono importanti sia in quanto tali, sia come
fattore di progressione della malattia stessa:
alcuni studi suggeriscono infatti che un eleva-
to tasso di riacutizzazioni costituisce un marker
prognostico sfavorevole, accelerando ulterior-
mente il declino respiratorio®’.

Se gli effetti deleteri della flogosi nel determi-
nare sia 1 sintomi respiratori che I’evoluzione
clinica della malattia sono oggi ampiamente
suffragati da studi sperimentali e clinici, piu
controverso € il ruolo svolto dallo stress ossi-
dativo nell’innesco e nel mantenimento dei
processi inflammatori: numerosi studi indica-
no infatti un’eccessiva presenza di radicali li-
beri dell’ossigeno (ROS) a livello bronchiale e
tale eccedenza sembra da attribuirsi sia ad au-
mentata produzione locale sia ad aumentata
esposizione ai ROS presenti nel fumo di siga-
retta®’. In un precedente studio da noi con-
dotto sulla medesima popolazione qui studia-
ta, abbiamo osservato che lo stress ossidativo,
valutato attraverso il dosaggio degli idroperos-
sidi nel plasma con d-ROMs® test, era maggio-
re del 15-20% rispetto ai valori standard attesi
in soggetti sani di pari eta'’. Tuttavia, poiché
la misurazione era stata condotta in corrispon-
denza di un episodio di AECB, una condizio-
ne che incrementa ulteriormente la produzio-
ne di ROS, non fu possibile stabilire se I'incre-
mento di idroperossidi registrato in quella cir-

costanza fosse da associarsi in tutto o in parte
alla riacutizzazione, o se i pazienti presentava-
no valori aumentati gia in condizioni basali.
La relazione fra stress ossidativo e flogosi re-
spiratoria ¢ stata indagata sia con valutazioni
epidemiologiche retrospettive sia con studi
sperimentali. Nel primo tipo di studi ¢ stato
possibile verificare che una maggior assunzio-
ne di antiossidanti con la dieta riduceva alcuni
sintomi tipici della BPCO, in particolare I'iper-
secrezione e la dispnea'. Infine, i benefici degli
antiossidanti nel ridurre il rilascio di sostanze
inflammatorie nelle secrezioni bronchiali sono
statl osservati in campioni di liquido di lavaggio
broncoalveolare (BAL) di pazienti con BPCO
dopo somministrazione di resveratrolo®.
Sulla base di queste osservazioni abbiamo va-
lutato gli effetti dell’assunzione di un compo-
sto a base di resveratrolo (10 mg/die) piu altri
antiossidanti per 90 giorni consecutivi in sog-
getti con diagnosi di BPCO di grado lieve-
moderato. Il resveratrolo ¢ uno stilbene, com-
posto fenolico di origine vegetale, dotato di
intensa attivita antiossidante ed antiinfiamma-
toria'*"". Obiettivo primario di questo studio
era valutare se un supplemento a base di resve-
ratrolo determinasse una riduzione dello stress
ossidativo; obiettivo secondario era verificare
se Peventuale riduzione dello stress ossidativo
si accompagnasse a miglioramento dei parame-
tri respiratori (tosse, dispnea ed escreato). Nel
corso dello studio sono stati registrati anche
gli episodi di riacutizzazione e la qualita del
sonno.

Obiettivi e disegno dello studio

Questo studio ¢ stato condotto in aperto su una
coorte di pazienti con diagnosi di BPCO lieve-
moderata da noi precedentemente studiata in

Tabella 1. Parametri clinici e stress ossidativo all’inclusione. | parametri clinici comprendevano tosse,
dispnea, quantita e purulenza dell’escreato e qualita del sonno. Lo stress ossidativo & stato misurato
attraverso la concentrazione nel siero di idroperossidi.

Parametro Supplemento (n°=28) Controlli (n°=26)
Eta (anni) 60.8 (£ 6.5) 62.9 (£ 6.6)
Peso (kg) 72.2 (= 7.1) 70.0 (% 6.0)
Score sintomatologico medio/sog. 8.2 8.4

FEV, (% previsto) 69.8 (= 11.3) 71.7 (£ 10.7)
Stress ossidativo (UCARR) 389 (£ 19.1) 387 (£ 17.9)
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Figura 1. Disegno dello studio e flusso dei soggetti inclusi.
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corso di riacutizzazione ed a cui si rimanda per
le caratteristiche cliniche!!. Sono stati inclusi com-
plessivamente 54 pazienti, che dopo un periodo
di almeno 15 giorni dalla guarigione di un episo-
dio di AECB ed in condizioni di stabilita clinica,
sono stati sottoposti a valutazione basale e rite-
nuti idonei ad iniziare lo studio.

Tutti 1 soggetti eleggibili sono stati sottoposti ad
una prima valutazione basale, comprendente sia
1 parametri clinici sia il dosaggio degli idroperos-
sidi per la valutazione dello stress ossidativo (ta-
bella 1). Ottenuti 1 parametri basali si ¢ procedu-
to alla randomizzazione in due gruppi omoge-
nei per caratteristiche cliniche e demografiche.
II braccio assegnato alla supplementazione
(n=28) doveva assumere una compressa solubile
al giorno per 20 giorni consecutivi seguiti da 10
glorni di sospensione per tre cicli consecutivi per
una durata complessiva di 90 giorni. Il supple-
mento era costituito da compresse solubili, cia-
scuna contenente resveratrolo (10 mg), vitamina
C (180 mg), Zn (15 mg), flavonoidi (160 mg). I
soggetti inclusi nel braccio di controllo (n=20)
assumevano le terapie usuali senza aggiunta del
supplemento. Nessun trattamento in essere ¢ sta-
to sospeso in entrambi 1 gruppi. Il disegno dello
studio prevedeva tre valutazioni: al basale (para-
metri clinici e dosaggio degli idroperossidi); a 45
giorni dall’inizio (parametri clinici); a 90 giorni
dall’inizio dello studio (parametri clinici e secon-
do dosaggio degli idroperossidi). Dei 54 rando-
mizzati, hanno terminato lo studio e sono tisul-

tati valutabili 45 soggetti: 23 inclusi nel braccio
di controllo e 22 del braccio in supplementazio-
ne (figura 1). End-point primario era la variazio-
ne delle concentrazioni plasmatiche di idrope-
rossidi rispetto al basale; altri parametri oggetto
di valutazione erano le eventuali variazioni dei
sintomi respiratori ed il miglioramento della
qualita del sonno, nonché il tasso di riacutizza-
zioni.

Valutazione degli end point clinici

Per lo studio di questa popolazione ¢ stato uti-
lizzato un diario precedentemente descritto, ed
a cui si rimanda per la lettura dei criteri di valu-
tazione, a 4 items, implementato con un quin-
to quesito relativo al sonno'™'®. T pazienti erano
tenuti ad annotare settimanalmente le variazio-
ni dei 5 parametri clinici oggetto di valutazione
[1) dispnea; 2) tosse; 3) quantita di espettorato;
4) purulenza; 5) qualita del sonno]. Ciascun
parametro poteva variare entro un range di 4
punti, da 0 (sintomo assente) a 3 (sintomo mas-
simo). 1l disturbo del sonno causato dalla tosse
era misurato con modalita analoghe con score
da 0 a 3, dove: 0=sonno non disturbato; 1=dif-
ficolta di addormentamento; 2=risveglio preco-
ce mattutino; 3=sonno disturbato da ripetuti
risvegli notturni. Sistemi di valutazione sintoma-
tologica a punti simili a questo, sono stati adot-
tati anche in precedenti studi per valutare gli ef-
fetti di sostanze antiossidanti sui tassi di riacutiz-
zazione in pazienti con BPCO"*.
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Valutazione dello stress ossidativo

Come ¢ noto i radicali liberi, data la loro reatti-
vita, sono dotati di brevissima emivita e non sono
dosabili come tali. E” pero possibile dosare nel
plasma i prodotti dell’ossidazione generati dai
radicali liberi. Su questo principio si basa il d-
ROMs® Test (Diamicron International StL; Gros-
seto, Italy). Il &-ROMs® test ¢ in grado di valuta-
re lo stress ossidativo dosando la concentrazione
di idroperossidi su siero ottenuto per microcen-
trifugazione di sangue periferico. Gli idroperos-
sidi sono espulsi dalla cellula, entrano nel tor-
rente circolatorio, sono stabili e sono direttamen-
te proporzionali alla quantita di radicali liberi
prodotti. L’analisi ¢ di tipo spettrofotometrico,
con lettura dei prodotti della reazione con il cro-
mogeno utilizzato (IN,N-dyethil-para-phenylendia-
mina) a 505 nm**2. La concentrazione di idro-
perossidi ¢ quindi un indicatore affidabile di me-
taboliti reattivi dell’ossigeno ed ¢ stato validato
in vari contesti clinici®®. Le concentrazioni del-
l'analita target sono espresse in Unita Caratelli
(UCARR). Ciascuna UCARR corrisponde 0.8
mg H,O,/L.

Analisi statistica

I dati sono stati espressi come valore medio *
deviazione standard (DS). E’ stato utilizzato il test
¢ di Student per le coppie di dati in valutazione.
La significativita statistica ¢ stata fissata per valori
di p<0.05.

Risultati

Hanno completato lo studio 23 soggetti allo-
cati al braccio di controllo e 22 allocati al brac-
cio in supplementazione attiva. Nessuno dei
9 casi di drop-out (17%) ¢ avvenuto a causa di
reazioni avverse o riconducibili ai trattamen-
ti in corso. Tre soggetti sono stati esclusi pet-
ché non si sono presentati alla prima visita di
controllo (2 del braccio attivo ed 1 del brac-
cio di controllo); i rimanenti 6 soggetti sono
stati esclusi o perché assenti alla seconda visi-
ta di controllo T2 (2 inclusi nel braccio di
controllo) o perché non avevano assunto re-
golarmente il supplemento o non si erano pre-
sentati per tempo all’'ultimo controllo (4 in-
clusi nel braccio attivo).

Stress ossidativo

I soggetti sono stati supplementati con cicli di
20 giorni intervallati da periodi di 10 giorni
di sospensione. Questa schedula ¢ stata ripe-
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Figura 2. Variazione delle concentrazioni di idro-
perossidi dopo tre cicli consecutivi del supplemen-
to.
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tuta per tre volte consecutive per complessi-
vi 90 giorni. Il dosaggio finale degli idrope-
rossidi ¢ stato compiuto fra il giorno 85 ed il
giorno 90, quando i soggetti avevano appena
terminato di assumere il terzo ciclo del sup-
plemento. L’aderenza al piano di supplemen-
tazione ¢ stata accertata verificando il consu-
mo del prodotto di cui si era chiesta annota-
zione su diario. Al termine dello studio nei
pazienti supplementati si ¢ registrata una ri-
duzione statisticamente significativa delle con-
centrazioni di idroperossidi rispetto al grup-
po di controllo (figura 2).

Al termine dello studio le concentrazioni
medie di idroperossidi sono risultate sostan-
zialmente invariate nel braccio di controllo
(+1%; p n.s.), contro valori medi nel braccio
di supplemento pari a 312 UCARR (+16.5)
con una riduzione netta rispetto al basale pari
a 77 UCARR (-20%; p<0.05). Il nostro stu-
dio non prevedeva l’esistenza di una coorte
sana (soggetti non fumatori e senza BPCO di
pari eta) come controllo. Tuttavia, per avere
un parametro di riferimento, sono utili i dati
di un precedente trial condotto su pazienti
con BPCO, parzialmente fumatori e con eta
media di 68 anni**. In questo studio si regi-
strarono valori leggermente piu bassi di quel-
li da noi osservati (330 UCARR) contro va-
lori medi di 275 UCARR nella popolazione
di controllo. Un valore compreso fra 250 e
300 UCARR ¢ generalmente considerato il
range di normalita in soggetti settantenni non
fumatori. I1 65-70% dei soggetti da not inclusi
erano fumatori, e di questi oltre il 50% erano
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Figura 3. Episodi di AECB: trend su base annua in
soggetti con BPCO con e senza supplementazione.

300+

250+

200+

150

100

Episodi AECB/100 sogg./anno

50

Controlli

Supplemento

hard smokers (>20 sigarette/giorno), e cio
potrebbe spiegare il maggiore stress ossidati-
vo registrato nella nostra coorte al basale.

Tassi di riacutizzazione

Nel corso dello studio sono stati registrati 31
episodi di AECB: 17 nei 23 soggetti del brac-
cio di controllo e 14 nei 22 soggetti del braccio
in supplementazione. Se questi dati sono pro-
iettati a 12 mesi si ottengono valori medi pari
a 2.95 casi/soggetto/anno di osservazione nei
controlli e 2.54 casi/soggetto/anno di osserva-
zione nei supplementati. Questa stima appare
approssimata per difetto poiché la valutazione
da noi condotta ¢ avvenuta in un periodo del-
l'anno a basso rischio di riacutizzazione (mar-
zo-maggio). La riduzione di 0.4 casi/sogget-
to/anno di osservazione non ¢é risultata stati-
sticamente significativa poiché la coorte ana-
lizzata non era sufficientemente numerosa, il
tasso di AECB occorsi troppo basso e la dura-
ta del follow-up troppo breve. Se tuttavia que-
sto trend fosse mantenuto per un anno su due
coorti di 100 soggetti cadauna, si registrereb-
bero 295.6 episodi di AECB nella popolazio-
ne di controllo contro 254.5 episodi nella co-
orte supplementata, con un risparmio netto di
41 episodi/100 soggetti/anno, ovvero una ti-
duzione del 14% (p<0.05) (figura 3).

Sintomatologia respiratoria

La sintomatologia respiratoria ¢ stata misura-
ta al giorno 45 dall’inizio ed al termine dello

linical symp in COPD subiject

studio (giorno 90) ed in entrambi i casi i sog-
getti erano nella fase attiva del II e III ciclo,
cioe stavano assumendo (45° giorno) o aveva-
no terminato da pochi giorni (90° giorno) I'as-
sunzione del supplemento. Il punteggio basale
medio registrato all’inclusione era di 8.2 punti
per il braccio in supplementazione e di 8.4
punti per il braccio di controllo. Questi valori
si sono mantenuti stabili nei controlli (8.6 »s
8.4; p=n.s.) ma si sono ridotti di 1.6 punti nei
soggetti supplementati, da 8.2 a 6.6 (-20%;
$<0.05). Non si sono osservate variazioni per
la dispnea e la purulenza del catarro, mentre
sono state registrate variazioni tendenziali per
la quantita di escreato e variazioni statistica-
mente significative per la tosse. La riduzione
significativa del sintomo tosse ha inoltre in-
fluenzato in misura ampia la qualita del son-
no.

Tosse

L’analisi dello score delle singole variabili ha
evidenziato che la maggior parte del migliora-

Figura 4. Variazione della tosse (A) e qualita del
sonno (B) dopo 45 gg e al termine del llI ciclo di
supplementazione con un composto multicompo-
nente a base di resveratrolo.
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mento osservato nei supplementati era a cari-
co di due parametri, la quantita dell’escreato e
la tosse. Il punteggio medio della tosse era al
basale di 2.7 e 2.6 rispettivamente per control-
li e supplementati, su un range da O (tosse as-
sente) a 3 (tosse che disturba il sonno). Al pri-
mo controllo si ¢ avuto un miglioramento
modesto della tosse (2.3 vs 2.8; p=ns) che ¢
divenuto significativo al termine dello studio
(2.1 vs 2.9; p<0.05) (figura 4A).

Sonno

Per questo parametro sono stati presi in consi-
derazione solo i soggetti con score pari a 3 (son-
no disturbato). Questo punteggio era presente
al basale in 8/24 controlli (33%) ed in 10/28
inclusi nel braccio attivo (36%). Al termine
dello studio sono risultati valutabili 7 control-
i e 9 supplementati: in questi ultimi si ¢ regi-
strata una riduzione dello score da 27 punti al
basale a 22 punti al tempo T, ed a 20 punti
tempo T,, contro nessuna variazione signifi-
cativa osservata nella controparte: il punteg-
gio al termine dello studio era di 2.9 per i con-
trolli e di 2.2 nei soggetti del braccio attivo,
con una riduzione del 24% (figura 4B).

Tollerabilita ed effetti avversi

1l supplemento multicomponente da noi testa-
to si & dimostrato sicuro e ben tollerato, ben-
ché somministrato in una popolazione relati-
vamente anziana e con comorbilita richieden-
ti ’assunzione di numerosi farmaci. Nessuna
differenza statisticamente rilevante sotto il pro-
filo clinico e di laboratorio ¢ stata osservata
fra i due gruppi; nessun effetto avverso ¢ stato
segnalato dai soggetti. In nessun caso il tratta-
mento ¢ stato sospeso a causa delle reazioni
avverse. Nove soggetti sono stati esclusi dallo
studio perché non rintracciabili alle visite di
controllo o non aderenti al disegno dello stu-

dio.

Discussione

I risultati di questo trial sono significativi per
molti aspetti. In primo luogo si tratta, per quan-
to a noi noto, del primo studio in cui un sup-
plemento multiplo a base di resveratrolo ¢ sta-
to utilizzato con una modalita ciclica (20 giot-
ni/mese), per 3 cicli ripetuti per complessivi
90 glorni in soggetti con diagnosi di BPCO di
grado lieve-moderato gia in compenso farma-
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cologico ottimale. 1 potenziali benefici del sup-
plemento si andavano quindi a posizionare “in
cima” al trattamento assegnato a ciascun sog-
getto ed erano facilmente “mascherabili” dalle
terapie preesistenti. In secondo luogo si tratta
del primo studio nel quale le variazioni dello
stress ossidativo dopo somministrazione di un
mix di antiossidanti sono state associate alle
variazioni dei quattro sintomi cardinali della
BPCO. Poiché numerosi studi hanno dimostra-
to che elevate concentrazioni di ROS si asso-
ciano a maggior rilascio locale e sistemico di
marker di flogosi ed a reclutamento locale di
macrofagi e neutrofili attivati, che a loro volta
rilasciano metalloproteinasi, elastasi ed altri
enzimi litici, ¢ lecito attendersi che una ridu-
zione dello stress ossidativo abbia ricadute ri-
levanti sull’infiammazione?>%.

Lo studio da noi condotto ha dimostrato que-
sto assunto: I’assunzione di resveratrolo ed al-
tri scavenger di ROS a cicli ripetuti ¢ in grado
di abbattere in soggetti anziani e fumatori lo
stress ossidativo di circa il 20% ed a tale effetto
si associano benefici respiratori significativi.
Alla riduzione dello stress ossidativo si € infat-
ti associata una riduzione della tosse ed in mi-
sura non significativa della purulenza dell’escre-
ato. In questo caso, 'esame del BAL sarebbe
stato dirimente per correlare la riduzione del-
lo stress ossidativo alla flogosi attraverso la
conta delle cellule infiammatorie ed il dosag-
gio di citochine specifiche (IL-8, 11.-6, isopro-
stani, etc).

In sintesi, seppur con una breve durata del fol-
low-up e su una piccola coorte, la supplemen-
tazione ciclica con un mix di antiossidanti ha
permesso di risparmiare 3 episodi di AECB
in tre mesi. La trasposizione di questi risulta-
ti su una coorte di 100 soggetti avrebbe con-
sentito di risparmiare in un anno 41 episodi
in assenza di reazioni avverse. Infine i benefi-
ci sulla flogosi, espressi attraverso la minor
gravita della tosse hanno consentito di miglio-
rare un aspetto importante della qualita di vita
del soggetto con BPCO, il sonno. In conclu-
sione, la supplementazione ciclica con il com-
posto da noi utilizzato appare un presidio ef-
ficace nei soggetti con BPCO, soprattutto nei
fumatori, in quanto ripristinando 1 livelli di
antiossidanti depauperati dal fumo e dalla
patologia in se, aumenta la naturale protezio-
ne contro gli effetti tossici dello stress ossidati-

vo. 5l
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