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Da una pianta perenne appartenente alla famiglia delle Lamiaceae, nativa del Messico e degli Stati
Uniti meridionali, conosciuta col nome di anice menta messicana, ¢ stato ricavato un NUOVO in-
grediente attivo naturale per la cosmesi, il quale si ¢ dimostrato efficace nel contrastare gli effetti
negativi dello stress psicologico che si ripercuotono sulla nostra pelle.

* Monica Tramalloni,

* Federica Servino

derna ci costringono a dover
combattere ogni giorno per
poter riuscire a incastrare la mol-
titudine di impegni che costella-
no la nostra quotidianita, con un
grande dispendio di energie.
Il nostro cervello ¢ sovraccarica-
to di stimoli, con un accumulo di
fatica e stress e ripercussioni su
tutti gli organi del nostro corpo,
pelle compresa.
Quando siamo preoccupati e

Iritmi concitati della vita mo-
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stressati, la pelle reagisce di
conseguenza (Slominski, 2007):
come uno specchio, riflette gli
squilibri interni del nostro orga-
nismo e il nostro stato d’animo
(Chen, 2014). Compaiono in-
fiammazione e rossori, sintomi di
ipersensibilita cutanea, una con-
dizione scatenata da meccanismi
biochimici che avvengono all’in-
tero del nostro organismo.

Infiammazione
neurogenica
Linfiammazione neurogenica
viene prodotta da alcuni neuro-
ni che rilasciano a livello locale

delle sostanze come la Sostanza
P, il CGRP (acronimo dall’ingle-
se Calcitonin Gene Related Pep-
tide, peptide correlato al gene
della calcitonina), la neurochina
A (NKA) e l'endotelina-3 (ET-3)
(Chen, 2014; Geppetti, 2008). La
Sostanza P & responsabile dello
scatenarsi del processo inflamma-
torio attraverso lattivazione di
NF-kB. Questo processo sembra
giocare un ruolo importante nella
patogenesi di molti disturbi, come
per esempio psoriasi (Schoen
2005), eczema, rosacea, distonia
e sensibilita agli agenti chimici
(Bascom, 1997).



In condizioni di stress psicologico
il sistema endocrino e i nervi sen-
sori periferici vengono attivati, ri-
lasciando delle sostanze mediatri-
ci, in grado di stimolare le cellule
coinvolte nella risposta infiam-
matoria e collegate ai nervi senso-
ri presenti nella pelle (Slominski,
2000). Allo stesso tempo queste
cellule rilasciano dei mediatori
che possono stimolare le fibre C,
aumentando lo stress psicologico
e, di conseguenza, I'infiammazio-
ne neurogenica, in un circolo vi-
zioso che, se protratto nel tempo,
avra effetti negativi sulla pelle.

Stress psicologico e pelle
La reazione proinfiammatoria
dovuta allo stress psicologico ¢&
scatenata dal fattore nucleare B
kappa (NF-kB), un fattore di tra-
scrizione del DNA che si trova nel
citoplasma della maggior parte
delle cellule ed ¢ in grado di re-
golare I'espressione di pitt di 150
geni, compresi quelli responsabi-
li dei meccanismi infiammatori

e immunologici. In condizioni
normali NF-KB ¢ racchiuso nel ci-
toplasma dalla proteina 1kB; non
puo quindi raggiungere il nucleo e
trascrivere parte del DNA.

In caso di stress, la proteina kB
risulta degradata e rilascia NF-
kB, che riesce cosi a raggiungere
il nucleo e a trascrivere i geni del
DNA responsabili dello scatenarsi
delle infiammazioni (Blas, 2004;
Calixto, 2003; Moynagh, 2005;
Aktan, 2003). Questa reazione
non ¢ negativa di per sé, a meno
che non si protragga nel tempo,
causando infiammazione cronica
della pelle.

Agastache mexicana
Conosciuta anche come anice
menta messicana, I'’Agastache
mexicana € una pianta perenne
appartenente alla famiglia delle
Lamiaceae.

Nativa del Messico e del sud degli
Stati Uniti, raggiunge un’altezza
di circa 1,5 metri. I boccioli sono
di forma squadrata, le foglie lan-

ceolate e appuntite. I fiori sono
disposti in gruppi, di forma tu-
bolare e di colore rosso o rosso
porpora. I frutti sono color caffe.
Vive in zone dal clima temperato,
a un’altitudine massima di 780
metri. E una pianta medicinale, da
sempre utilizzata nella tradizione
popolare messicana per calmare i
sintomi psicologici causati da un
forte shock dovuto a situazioni
particolarmente spaventose. Pro-
prio questa peculiarita di impiego
rende la pianta particolarmente
interessante dal punto di vista
cosmetico, soprattutto in consi-
derazione delle prove scientifiche
esistenti riguardanti la relazione
esistente tra i flavonoidi che con-
tiene (acacetina e tilianina, con
spiccata attivita antinfiammato-
ria) e i meccanismi biochimici che
regolano lo stress psicologico e i
suoi sintomi sulla pelle.

La spagnola Provital Group ha
studiato le proprieta di questa
pianta molto particolare, ricavan-
done Agascalm, un attivo natura-
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le efficace nel trattamento degli
effetti nocivi dello stress psicolo-
gico sulla pelle. L'attivo non puo
bloccare lo stress, ma ¢ in gra-
do di bloccarne gli esiti negativi
sull’epidermide.

Agascalm ¢ prodotto nell’ambi-
to di un progetto di respiro in-
ternazionale che vede coinvol-
ta I'Universita di Queretaro in
Messico. La coltivazione della
pianta Agastache mexicana av-
viene infatti nell’ambito di un
centro di agricoltura biologica
creato nella regione di Carbone-
ra. L'area & gestita e coltivata da
nuclei familiari che vivono sul
territorio. Grazie a questo pro-
getto molte donne locali possono
lavorare e dare il proprio contri-
buto allo sviluppo del territorio.
Agascalm ¢ quindi un attivo soste-
nibile, che rispetta 'ambiente e
valorizza le biodiversita, creando
posti di lavoro nell’area geografica
autoctona, attraverso I'adesione a
un progetto di utilita sociale e in
un contesto di fair trade.

Ne ¢ un ulteriore esempio il pro-
getto BioDeVate (Biodiversity and
Development of Vall de Tenes) in
Spagna, una iniziativa pionieristi-
ca che ha come obiettivo la pro-
tezione della biodiversita del
Parc de les Olors (Vall de Tenes),
mediante I'approvvigionamento
di materie prime naturali prove-
nienti da agricoltura biologica e
completamente tracciabile e il
monitoraggio, la sostenibilita e
la promozione di una filiera a km
zero anche in un’ottica di busi-
ness.

Lefficacia di Agastache mexica-
na nel trattamento delle infiam-
mazione cutanee e dei rossori
causati da stress psicologico ¢ sta-
ta studiata mediante esperimenti
in vitro ed in vivo.

Studio in vivo

Per dimostrare 'efficacia dell’at-
tivo nel ridurre gli effetti dello
stress psicologico sulla pelle e de-
terminare i meccanismi d’azione
sul livello molecolare, sono stati
condotti tre esperimenti sui che-
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Figura 2 - Effetti inibitori sullo spostamento di NF-kB

ratinociti. In particolare:

1) B stata valutata la capacita
di inibire la traslazione del NF-
kB verso il nucleo, al fine di
dimostrare che lattivo agisce
attraverso un meccanismo che &
collegato agli effetti dello stress
cutaneo.

2) | stata studiata la modulazione
dell’espressione dei geni NF-kB
dipendenti, al fine di verificare
se linibizione del fattore di
trascrizione causata dall’attivo
(e dimostrata dall’esperimento
precedente) possa condurre a
un’effettiva diminuzione dell’atti-
vita nucleare.

3) B stata quantificata Iinibizione
dei livelli proteici con I'intenzio-
ne di dimostrare che lattivita &
svolta sia a livello di proteine che
di mRNA, confermandone I'attivi-
ta biologica.

Valutazione dell’effetto
sulla traslazione

di NF-kb verso il nucleo
Per poter valutare la traslazione
di NF-kB verso il nucleo ¢ stato

scelto un modello cellulare di
cheratinociti epidermici umani
normali (NHEK), stimolati con
TNF-a. Con la stimolazione, NF-
kB si sposta verso il nucleo per
eseguire la transcodifica dei fat-
tori scatenanti le infiammazioni
nel DNA. Per misurare la quantita
di NF-kB nelle cellule e conosce-
re leffettiva inibizione del movi-
mento verso il nucleo cellulare
operata dall’attivo, i fattori scate-
nanti le inflammazioni sono stati
prima catalogati con un anticorpo
anti-NFKkB che si lega a NFkB; suc-
cessivamente ¢ stato aggiunto un
secondo anticorpo che si lega al
primo ed emette una fluorescenza
che pud essere misurata, permet-
tendo di determinare la quantita
di NF-kB presente nella cellula e
la quantita che invece si ¢ mossa
dal citoplasma verso il nucleo (fi-
gura 1).
L’attivo a base di Agastache mexi-
cana - testato a concentrazioni di
0,03%, 0,11% e 0,30% - produce
una inibizione evidente, rispetti-
vamente del 22%, 36% e 70%.

A una concentrazione dello
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0,11% si registra la stessa
inibizione ottenibile con
la sostanza di riferimento
(figura 2)

Le immagini in figura 3 si
riferiscono allo studio sui
cheratinociti umani. Nei
campioni non sottoposti a
stress, NF-kB (in verde),
risulta distribuito in tut-

Figura 1. Quantificazione di NF-kB mediante fluorescenza

to il citoplasma cellulare,

mentre il nucleo & vuoto



Figura 3. Visualizzazione della posizione di NF-kB tramite fluorescenza

Hon-stressed

Stressed

Stressed # Agascalm™ 0.30%

(nero). Al contrario, nei campioni
sottoposti a stress, si vede come il
colore verde prevalga all’interno
del nucleo, mentre nel citoplasma
¢ meno intenso. Con I'applicazio-
ne dell’attivo a base di Agastache
mexicana il nucleo rimane com-
pletamente nero, a dimostrazione
della capacita dell’attivo di preve-
nire lo spostamento di NF-kB ver-
so il nucleo e, quindi, di bloccare
la trascodifica dei fattori infiam-
matori.

Valutazione degli effetti
trascrizionali

Per questa valutazione & stato
utilizzato un modello cellulare di
cheratinociti epidermici umani
normali stimolati con Poly(I:C),
una sostanza sintetica in grado
di scatenare una risposta immu-
nologica e stimolare il rilascio di
citochina; gioca anche un ruolo
nell’attivazione di NF-kB.

Sono stati scelti quindici diver-
si geni - IFNB1, TSLP, IL6, TNF,
CCL20, CCL3, CCL5, CCL27,
ILS, CSF2, 1L23A, IL1A, IL1B,
IL1RN e TLR3 - correlati alle in-
fiammazioni e attivati da NF-kB,
per verificare la capacita dell’attivo
di influenzare la loro espressione.
Per quantificare I'espressione di
questi geni i cheratinociti sono
stati pre-incubati per 24 ore, in
presenza o meno sia dell’atti-
vo che della sostanza di riferi-
mento (Bafilomicina) o solvente
(DMSO). 11 poly(I:C) & stato ag-
giunto o meno, a seconda che si
volesse provocare lo stress, nelle
4 e 24 ore.

Dopo 4 ore sono stati analizzati

i risultati che hanno evidenziato
come l'attivo a base di Agastache
mexicana (a una concentrazione
dello 0,3%) riduca fortemente I’e-
spressione di 7 dei 15 geni ricon-
ducibili alle infiammazioni. Dopo
24 ore ¢ stata osservata una dimi-
nuzione dell’espressione in tutti i
geni. L’attivo quindi & in grado di
riportare le cellule a una condi-
zione di non stress.

Valutazione degli effetti
sul rilascio delle citochine
La quantita di citochine rilasciate
dalle cellule & direttamente pro-
porzionale al grado di infiamma-
zione.

i stato misurato il rilascio di 4
citochine: IL-6, IL-8, IL-1f} e TNF-a.
Sono quelle piut frequentemente
quantificate negli studi sullo stress
psicologico (Hansel et al., 2010;
Hawkley, 2007).

Per condurre l'analisi le cellule
sono state pre-incubate per 24
ore in un mezzo contenente o
meno l'attivo a base di di Agasta-
che mexicana.

Successivamente ¢ stato aggiun-
toPoly(I:C) per indurre lo stress.
L’azione inibitoria sulle citochine
nei cheratinociti ¢ stata verificata
utilizzando tre differenti concen-
trazioni dell’attivo a base di Aga-
stache mexicana. Al dosaggio piit
elevato l'attivo ¢ in grado di ini-
bire la sintesi delle citochine del
96%-104%, bloccando completa-
mente gli effetti dello stress sulle
cellule.

Studio in vivo
Molti problemi cutanei ricondu-

Tabella 1. Inibizione delle citochine

% INIBIZIONE

CITOCHINA

0.11%
Agascalm™

0.23%
Agascalm™

0.30 %

Agascalm™

cibili a uno stadio infiammatorio,
come per esempio le dermatiti,
la psoriasi e la rosacea tendono
a comparire e/o a peggiorare in
condizioni di stress pscicologico
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(Slominki 2001).

Lo stress psicologico & la causa
di alcuni effetti negativi a carico
della pelle. I pitt importanti sono:

1) Alterazione della funzione
barriera: quando le sostanze cor-
relate allo stress (es. citochine e
glucocorticoidi) rimangono attive
per periodi prolungati nel tempo,
si verifica un aumento della proli-
ferazione di cheratinociti. La dif-
ferenziazione epidermica non &
omogenea; si registra un aumen-
to nella densita e dimensioni dei
corneodesmosomi. La funzione

10

Variazdione della vasodilatazione{¥)

Tonicita del sistema microcircolatorio

CMBC CMBC D28 LOF or LDF
o7 D28

Figura 4. Misurazione della tonicita del sistema microcircolatorio

barriera della pelle risulta cosi
alterata (Garg 2001; Altemus
2001); la perdita transepidermica
di acqua aumenta: la pelle appa-
re secca, ruvida, con comparsa di
linee di espressione, rossori, bru-
ciori (Altemus 2001; Choi 2005;
Garg 2001).

2) Vasodilatazione dei capillari:
NF-kB ¢ in grado rilasciare iNOS,
il produttore di NO, un potente
vasodilatatore. La vasodilatazio-
ne continua ¢ la causa di rossori
e della comparsa dell’acne rosa-
cea, dovuta al fatto che i capillari
non riescono pit a contrarsi come
dovrebbero (Vila 2004; Elewa
2013).

3) Rossori: causati da un aumento
della vasodilatazione dei capillari
(Calixto 2003).

4) Il gene IL-8 prodotto durante
i processi infiammatori sembra
essere in grado di ridurre la ri-
organizzazione del collagene dei
fibroblasti a livello dermico, con
una riduzione della produzione
della luminosita della pelle (Ham
2001).

Sebbene la luminosita e I'aspetto
della pelle siano spesso associate

Variazione della vasodilataione (%)

10

Benessere microcircolatorio
(analisi su panel considerati separatamente)

CMBC
o7

CMEBC D28 LDF

D7 LDF

B 5tressed panel

CIRosacea prone
panel

Figura 5. Misurazione della tonicita nei due panel considerati separatamente
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alla presenza di alcuni cromofori
come la melanina e la emoglobi-
na, si ritiene che un ruolo molto
importante sia giocato anche dal-
le fibre di collagene. Esiste una
correlazione tra la dispersione
ottica della luce a contatto con la
pelle e lo spessore e allineamento
delle fibre di collagene.

Per lo studio in vivo sono state
selezionati 45 soggetti volontari
di sesso femminile, di eta compre-
satrail9 ei 62 anni.

Di esse, 30 erano in condizioni di
stress psicologico e 15 erano sog-
getti particolarmente predisposti
allo sviluppo della rosacea.

Le volontarie hanno applicato
una crema con contenuto di Aga-
scalm pari al 2% su meta del viso,
due volte al giorno per 28 giorni;
sull’altra meta del viso hanno ap-
plicato una formulazione placebo.
Le misurazioni sono state effet-
tuate al giorno 0, prima della
prima applicazione, e ai giorni 7
e 28.

Prima di essere incluse nello stu-
dio, le volontarie affette da stress
hanno dovuto compilare un que-
stionario di tipo psicologico; inol-
tre su questi soggetti sono stati
prima quantificati i livelli di cor-
tisolo presenti nella saliva: sono
stati scelti solo i soggetti con va-
lori maggiori di 27 nmol/L.

Valutazione della tonicita
microvascolarc

Il sistema microcircolatorio ¢
stato sottoposto a monitoraggio
utilizzando un laser monocroma-
tico con livello di potenza ridotto,
in grado di penetrare nel tessuto
e illuminare i vasi sanguigni e le
cellule del sangue in circolazione.
Il monitoraggio ¢ avvenuto anche
indirettamente utilizzando la ter-
mografia.

La flussometria doppler e la con-
centrazione di cellule rosse in
movimento (CMBC), espresse in
unita arbitrarie (AU), sono state
misurate utilizzando il laser.

Pitt questi indici presentano va-
lori ridotti, pitl la dilatazione del



microcircolo risultera ridotta.
Utilizzando la termografia a ra-
diazioni ultraviolette, le aree pilt
calde, ovvero quelle interessate
da vasodilatazione e infiammazio-
ne, risultano visibili.

Misuraszione diretta (laser)
Dopo 28 giorni di trattamento
con l'attivo a base di Agastache
mexicana si € ottenuta una ri-
duzione chiara di due parametri:
- 30% di riduzione di CMBC;

- 25% di riduzione di LDF;

Alla fine del trattamento (D28),
I'attivo ha mostrato una diffe-
renza statisticamente significati-
va rispetto alla linea base, cosa
che non ¢ avvenuta con il pla-
cebo.

I risultati si sono confermati sta-
tisticamente piu significativi ri-
spetto alla formulazione placebo
anche al giorno D28 (figura 4).
Considerando i due panel di stu-
dio separatamente, ovvero da
una parte i risultati ottenuti dai
volontari con stress psicologico
e dall’altra i risultati ottenuti sui
volontari con rosacea ¢ risultato
che I'attivo ha ottenuto risultati
molto positivi nei volontari con
rosacea.

Agascalm riduce la vasodilata-
zione del 25-30%; inoltre con-
sente ai capillari e a tutto il
microcircolo di recuperare la ca-
pacita di contrarsi, migliorando-
ne forza e resistenza, riducendo
il rossore della pelle.

Misuraszione indiretta
(termografia)

Quando si verifica la dilatazione
del microcircolo, il passaggio di
sangue aumenta.

Di conseguenza la temperatura
della pelle si alza.

La fotocamera termica mostra la
temperatura delle diverse zone
della pelle da analizzare, in que-
sto caso del viso, e misura gli ef-
fetti benefici ottenuti applicando
Agascalm.

L’attivo riduce la temperatura
della pelle di 0,4 gradi nei sog-

Panel oon siress Parsel i wolontar predipesti alls

getti con stress e/o predisposi-
zione alla rosacea.

Le immagini contenute in figura
6 scattate al giorno 28 mostrano
il cambiamento di colore della
porzione di viso trattata con I’at-

Tabella 2. Risultati su panel di studio conside-

! ' rati separatamente
tivo, rispetto a quella trattata
D28
Agascalm™ Placebo
Figura 6. riduzione
della temperatura
epidermica nel panel

di volontari con stress

Figura 7 - Riduzione
della temperatura nel
panel con rosacea
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con il placebo. Pittil colore viraal Valutazione del rossore Per la valutazione dell’arrossa-
porpora, piit la temperatura della  Quando si ha una dilatazione del —mento sono state utilizzate due
pelle & bassa e il livello di stress  microcircolo, il passaggio di san-  tecniche: la cromatometria e I'a-
ridotto. gue aumenta, causando l'arrossa- nalisi visiva VISIA, teCnOlOgia in

mento della pelle. grado di quantificare le macchie e
il rossore; ¢ la piu1 adatta in caso
Efficacia antiarrossamento di rosacea, che pu'(‘) apparire sot-
toforma di macchie sparse e non
(panel con stress] come una zona uniforme rossa
unica.

Cromatometria

Utilizzando un Chromameter
a*: valore che . .
misura la che misura la luce riflessa sulla
pigmentazione pelle, Agascalm é risultato esse-
fossa re in grado di ridurre il rossore
del 9%.

-
=

Analisi per immagini

Le immagini sono state ottenute

con il sistema VISIA-CA utiliz-

zando una luce flash cross pola-

rizzata. Il dispositivo visualizza

facilmente rosacea, capillari e

rossori.

La capacita di Agascalm di ridur-

Efficacia antiarrossamento re il rossore ¢ facilmente osser-
(panel con rosacea) Zai)ile nelle foto nelle figure 10

Variazione dell'arrossamento (%)
e

a* D7 a*D2s

Figura 8. Valutazione del rossore nel panel con stress

Valutazione
1 della funzione barriera
Per valutare l'effetto dell’attivo
sulla funzione barriera e l'idra-
tazione della pelle sono state
utilizzate due tecniche:

13 - TEWL per valutare la funzione
15 barriera mediante misurazione
redness D7 redness D28 della perdita d’acqua trans epi-
dermica

- Corneometria (CORNEO) per
valutare la quantita d’acqua negli
strati pitt superficiali della pelle

variazione dell'arressametno (%)
[r

Figura 9. Valutazione del rossore nel panel con rosacea

Agascalm™ DO Agascalm™ D2E Macebo DO Pacebo D28

Dopo l'applicazione di Agascalm
per 28 giorni, si € registrata una
riduzione della perdita d’acqua
del 13% utilizzando TEWL e un
aumento del 6% dell’idratazione
utilizzando CORNEO.

Agascalm quindi previene il dete-
rioramento della funzione barrie-
ra e mantiene i livelli di idrata-
zione ideali.

Y

Figura 10. Riduzione del rossore nelle pelli con rosacea
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Funzione barriera e idratazione

5 muni
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Figura 11. Pelli con rosacea: riduzione del rossore e miglioramento della luminosita della pelle

Miglioramento della
luminosita e dell’aspetto
generale della pelle
Lo studio ¢ stato condotto os-
servando le immagini scattate
alle volontarie ai giorni 0 e 28

dell’applicazione di Agascalm.

Le immagini mostrano come
28 giorni dopo I'applicazione di
Agascalm la luminosita della pel-
le aumenta e la grana della pelle
risulta migliorata e uniforme.

Conclusione

A base di Agastache mexica-
na, Agascalm € un attivo con
eccellenti proprieta antiinfiam-
matorie, in grado di modulare i
meccanismi biochimici che col-
legano lo stress psicologico e la
pelle.

Agascalm riduce i rossori, idra-
ta, ripristina la luminosita e re-
gala un incarnato pitt uniforme.

Applicazioni cosmetiche
L’attivo pud essere utilizzato
per la formulazione di qualsiasi
prodotto cosmetico studiato per
riparare e proteggere la pelle, in
qualsiasi zona del corpo, contro
gli effetti negativi causati dal-
lo stress psicologico. E quindi
particolarmente indicato per il
trattamento della pelle sensibi-
le e con tendenza alla dermatite
atopica, psoriasi e rosacea.

Il dosaggio raccomandato & com-
preso tra 1 e 3%.

*Ricercatori Divisione Cosmetica

Varizione vs DO (%)
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