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a tecnica di fermentazione
Ldei cereali viene impiegata
da moltissimi anni ed ¢ sta-
to dimostrato in diversilavori che
influenza la qualita di un alimen-
to migliorandone la digeribilita,
la conservazione e le proprieta
nutraceutiche. Questo processo
infatti € in grado di incrementare
la concentrazione di polifenoli e
di altre molecole antiossidanti;
in particolare e stato evidenzia-
to che lattivita di idrolisi della
componente microbica, durante
il processo fermentativo, da una
parte provoca il rilascio dei feno-
li legati rendendoli piu accessibili
all’assorbimento e dall’altra por-
ta alla sintesi di nuovi composti
bioattivi (1-5). E stato osservato
che il processo di fermentazione
in prodotti come soia, crusca di
segale, miglio e segale integrale
porta a un rilascio significativo
di acidi fenolici (6,7). Uno stu-
dio recente ha analizzato l'a-
zione dei processi fermentativi
~ suj profili fenolici e sulle attivita
~antiossidanti di quattro diverse
varieta di grano duro invernale
rosso. La fermentazione ha in-
crementato la concentrazione
\| di acidi fenolici solubili, il con-
tenuto di flavonoidi e le attivi-
ta antiossidanti. Inoltre, & stato
dimostrato che il processo di |
fermentazione causa la diminu-
zione dell’acido siringico mentre
aumenta in maniera significativa
i valori degli acidi vanillico e fe-
rulico, i quali sono riconosciuti
per le loro importanti proprieta
biologiche (8).
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Antiossidanti e salute
dell’occhio

'occhio, a causa della sua par-
ticolare struttura anatomica e
considerando il suo continuo
contatto con 'ambiente esterno
(luce, ossigeno, sostanze irritan-
ti) e sicuramente sottoposto a
condizioni di stress ossidativo. In
particolare, la cataratta, la dege-
nerazione maculare senile, la re-
tinopatia diabetica e il glaucoma
sono tra le patologie maggior-
mente associate alla formazione
di radicali liberi e allo stress os-
sidativo. Tra gli studi che riguar-
dano diverse patologie oculari,
emerge che l'utilizzo di molecole
antiossidanti pud rappresentare
una prospettiva terapeutica de-
gna di particolare interesse. Una
sana alimentazione € una buona
fonte di antiossidanti; per que-
sto motivo, gia da diversi anni &
stato studiato, attraverso sistemi
biologici sia in vitro che in vivo,
'effetto di componenti alimen-
tari sulla salute dell’occhio e i ri-
sultati emersi sono stati positivi
(9,10).

Lisosan G: un fermentato
di grano biologico
Il Lisosan G & un fermentato di
grano biologico (Triticum aesti-
vum), registrato presso il Mini-
stero della Salute Italiano come
integratore alimentare, prodotto
e commercializzato da Agrisan
SRL (Larciano, PT). Tale compo-
sto e ricco di vitamine del grup-
po B, tocoferoli, antiossidanti,
oligoelementi e acidi grassi po-
linsaturi (acido linoleico e acido
linolenico).
Nel processo di produzione, il
grano intero viene prima maci-
nato e successivamente viene
aggiunta acqua per inumidire
limpasto; attraverso la pasta |
madre, costituita principalmente |
da una miscela di lattobacilli e
ceppi di lievito naturale, si avvia
la fermentazione. Una volta che il
prodotto & fermentato, raggiun-
gendo un pH acido, viene essic-
cato. La polvere secca risultante
& W -

¢ il Lisosan G, ampiamente uti-
lizzato nella produzione alimen-
tare grazie al suo ricco contenu-
to nutrizionale. A oggi, diversi
studi sono stati pubblicati sugli
aspetti salutistici di questo lisato
e, in particolare, sui suoi effetti
antiossidanti e antinfiammatori
(11-14). Per esempio, & stato di-
mostrato che Lisosan G aiuta a
prevenire disfunzioni a carico di
cellule endoteliali (15), mentre
un lavoro su colture di epatoci-
ti primari di ratto ha evidenzia-
to che modula negativamente
NF-kB, un fattore di trascrizione
coinvolto nell’attivazione della
risposta infiammatoria. Inoltre,
I'integratore € in grado di svol-
gere un’azione antiossidante
inducendo lattivazione di Nrf2,
fattore chiave per l'espressione
di molti enzimi coinvolti nella ri-
duzione dello stress ossidativo
ae-2m.

E bene sottolineare che il pro-

dotto & disponibile in polvere
e in forma liquida (Lisosan G e
Lisosan ACQUA G, quest’ultima
ottenuta dal processo di asciu-
gatura dopo il processo di fer-
mentazione) e pud essere assun-
to da solo o in combinazione con
altri prodotti alimentari come
pane e pasta (22).

Lisosan G e malattie

della retina

Recentemente, presso il Diparti-
mento di Biologia dell’Universita
di Pisa & stato condotto un lavo-
ro in cui € stato studiato I'effetto
del Lisosan G sulla salute della
retina in condizioni di stress. In
particolare, la sua azione an-
tiossidante e stata valutata uti-
lizzando un modello ex vivo di
stress ossidativo, rappresentato
da espianti retinici in coltura, e
un modello in vivo di retinopatia
diabetica, rappresentato da ratti
diabetici.
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Figura 1, tratta da: Amato et al. 2018, Nutrients 10, 1932: Espressione del’mRNA
della caspasi-3 (A), determinata con gPCR in espianti di retina ex vivo in con-
dizioni di controllo (Ctrl), in presenza di Lisosan G da solo (LG), in presenza di
solo stress ossidativo (OS), oppure in presenza di stress ossidativo con Lisosan
G (OS+LG). Immunofluorescenza per la caspasi-3 attiva (colore rosso) in sezioni
di espianti retinici di controllo (B), trattati con solo Lisosan G (C), trattati con
solo stress ossidativo (D) o trattati con stress ossidativo in presenza di Lisosan
G (E) i nuclei delle cellule retiniche sono controcolorati in blu. GCL, strato delle
cellule ganglionari, INL, strato nucleare interno, IPL, strato plessiforme interno.
Calibrazione, 50 @m. Analisi quantitativa (F) del numero di cellule immunomar-
cate per la caspasi-3 attiva. Nei grafici, ogni colonna rappresenta media 3 DS. *p
< 0,05 rispetto a Ctrl; § p < 0,05 rispetto a OS; §§ p < 0,01 rispetto a OS; n = 3.




Studi in un modello ex vivo
Per preparare gli espianti ex
vivo, le retine sono state disse-
zionate e tagliate in frammenti.
La condizione di stress ossidati-
vo ¢e stata indotta aggiungendo
H,O, al terreno di coltura. Per
valutare l'effetto del Lisosan G,
quest’ultimo & stato aggiunto al
terreno di coltura in due diverse
concentrazioni.

Azioni neuroprotettive

L’esperimento ha avuto una du-
rata di cinque giorni, alla fine dei
quali sono state condotte alcu-
ne analisi molecolari per valuta-
re I'effetto del trattamento sulla
morte dei neuroni retinici quan-
tificando I'espressione della ca-
spasi-3, uno dei principali enzimi
coinvolti nel processo di mor-
te cellulare per apoptosi. (23).
Come ¢é evidente dalla figura 1A,

lo stress ossidativo induce l'e-
spressione di caspasi-3, valuta-
ta con il metodo della reazione
a catena della polimerasi quan-
titativa (gPCR). Il trattamento
con solo Lisosan G non ha indot-
to alcun cambiamento, confer-
mando che la somministrazione
del composto agli espianti non
induce effetti collaterali indesi-
derati, mentre il trattamento di
espianti sottoposti a stress ossi-
dativo in presenza di Lisosan G
ha riportato i valori a livello del
controllo. Tale risultato & stato
confermato in esperimenti di
immunofluorescenza per visua-
lizzare le cellule apoptotiche ca-
ratterizzate dall’espressione del-
la forma attiva della caspasi-3.
Come evidenziato dalla figura 2
(riquadri B - E), infatti, le cellu-
le marcate con anticorpi diretti
contro la caspasi-3 attivata sono
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maggiormente presenti negli
espianti sottoposti a stress ossi-
dativo. L’analisi quantitativa del
numero di cellule immunomar-
cate (figura 1F) conferma che il
trattamento con Lisosan G ripri-
stina le condizioni del controllo.

Il trattamento con stress ossi-
dativo induce anche un aumen-
to di espressione del fattore di
crescita endoteliale vascolare
(VEGF), che provoca disfunzio-
ni vascolari come aumento della
permeabilita vascolare e cresci-
ta abnorme di nuovi vasi san-
guigni. Anche in questo caso,
il trattamento con Lisosan G
previene l'incontrollato aumen-
to di espressione di tale fattore
di crescita e fa si che vengano
mantenuti i valori di VEGF tipici
della condizione normale (con-
trollo, figura 2).
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Figura 2, tratta
da: Amato

et al. 2018,
Nutrients 10,
1932. Espres-
sione dell’mR-
NA del VEGF,
determinata
con qPCR in
espianti di
retina ex vivo
in condizioni
di control-

lo (Ctrl), in
presenza di
Lisosan G da
solo (LG), in
presenza di
solo stress
ossidativo
(OS), oppure
in presenza di
stress ossidati-
vo con Lisosan
G (OS+LG).

| Ogni colonna
rappresenta
media 3 DS. *p
< 0,05 rispetto
\ acCtrl; §§p <
0,01 rispetto a
OoS;n=3.
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Azioni antiossidanti

Per dimostrare se gli effetti di
Lisosan G potessero essere attri-
buiti alle sue proprieta antiossi-
danti e per determinare quando
il trattamento con l'integratore
inizia a essere efficace, & stata
quantificata I'espressione di un
marcatore di stress ossidativo,
quale eme ossigenasi-1 (HO-1),
dopo 6 o 12 ore di incubazione
con o senza Lisosan G (figura 3).
| risultati ottenuti evidenziano
che dopo 12 ore I'espressione del
MRNA di HO-1 aumenta signifi-
cativamente in espianti sottopo-
sti a stress, mentre sono ridotti
in seguito a trattamento con Li-
sosan G.
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Figura 3, tratta da: Amato et al. 2018,
Nutrients 10, 1932. Espressione dell’'mR-
NA di HO-1 determinata con qPCR in
espianti di retina ex vivo in condizioni
di controllo (Ctrl), in presenza di Liso-
san G da solo (LG), in presenza di solo
stress ossidativo (OS), oppure in pre-
senza di stress ossidativo con Lisosan
G (OS+LG). Ogni colonna rappresenta
media 3 DS. *p < 0,05 rispetto a Ctrl; §
p < 0,05 rispetto a OS; n = 3.

In sintesi, i dati ottenuti con il
modello ex vivo hanno messo
in luce una significativa capaci-
ta neuroprotettiva del Lisosan G
a livello retinico, dovuta alle sue

Studi in un modello in vivo
di retinopatia diabetica
Un modello in vivo di retinopa-

tia diabetica si pud ottenere in-
ducendo il diabete in ratti tra-
mite iniezioni intraperitoneali
di streptozotocina, una tossina
specifica per le cellule beta del
pancreas. | ratti diabetici sono
stati trattati giornalmente con
Lisosan G somministrato tramite
una sonda gastrica. Dopo cinque
settimane dall’induzione del dia-
bete, sono state eseguite analisi
per valutare la funzionalita della
retina, la morte di cellule retini-
che, la permeabilita vascolare e
la risposta antiossidante.

Lisosan G e funzionalita

della retina

La funzione retinica & stata
esaminata utilizzando la tec-
nica dell’elettroretinogramma,
che consiste nella registrazione
dell’attivita retinica in risposta
a uno stimolo luminoso otte-
nuta tramite elettrodi applicati
sulla superficie oculare. Come
mostrato in figura 4, i risultati
suggeriscono che Lisosan G &
in grado di prevenire l'evidente
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Figura 4, tratta da: Amato et al. 2018, Nutrients 10, 1932. Analisi della funzione
retinica tramite elettroretinogramma. Tipico tracciati elettroretinografici (A) si
compongono di due onde, la “a” e la “b” le cui ampiezze sono riportate, rispet-
tivamente in (B) e in (C). STZ: streptozotocina (indica i ratti diabetici). Ogni

colonna rappresenta media 3 DS. *p < 0,05 rispetto a Ctrl; ** p < 0,01 rispetto a
Ctrl; *** p < 0,001 rispetto a Ctrl; § p < 0,05 rispettoa STZ.n=5

peggioramento della funzione
retinica causato dal diabete.

Lisosan G e attivazione

delle difese antiossidanti
Attraverso analisi di immu-
nofluorescenza & stata valutata
la presenza di Nrf2, un fattore
che svolge un ruolo centrale nel-
la difesa contro lo stress ossida-
tivo nelle cellule. In particolare,
Nrf2 & attivato in risposta a un
aumento di concentrazione del-
le specie reattive dell’ossigeno
(ROS) ed ¢ un fattore di trascri-
zione sensibile all’ossidoridu-
zione. In risposta allaumento di
ROS, Nrf2 trasloca dal citosol
al nucleo cellulare e si lega a un
promotore sul DNA attivando la
trascrizione di geni che codifi-
cano enzimi antiossidanti come
per esempio superossido di-
smutasi, catalasi e HO-1 (24-26).
Nella figura 5, le immagini di im-
munofluorescenza, ottenute uti-
lizzando anticorpi diretti contro
Nrf2, mostrano la localizzazione
di questo fattore di trascrizione
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Figura 5, tratta da: Amato et al. 2018,
Nutrients 10, 1932. Immunofluorescenza
ottenuta con anticorpi diretti contro Nrf2
(in verde) in sezioni di retine controcolo-
rate con un marcatore dei nuclei cellulari
(in blu) e analisi quantitativa dei livelli di
immunofluorescenza. STZ: streptozotoci-
na (indica i ratti diabetici). Calibrazione,
10 Gm. Ogni colonna rappresenta media
3 DS. *p < 0,05 rispetto a Ctrl; § p < 0,05
rispettoa STZ; n = 4

STZ STZ+LG

Ctrl

3
§ 2.5+ *

a J

(LT 2.0+

£E

= 0

s2 19 §

- O

(2]

$2 10 L L
=

€L

E 0.5'

0011+ y -

£ Ctrl STZ STZ+LG

a livello dello strato retinico del-
le cellule ganglionari. In ratti non
trattati (controlli), Nrf2 appare
diffusamente presente nel cito-
plasma delle cellule, mentre nei
ratti diabetici esso appare mag-
giormente espresso, ma soprat-
tutto € presente in elevate quan-
tita nel nucleo di queste cellule,
indicando che la condizione dia-
betica ha indotto la trasloca-
zione nucleare di Nrf2 e, presu-
mibilmente, I'espressione degli
enzimi antiossidanti in risposta a
una condizione di stress ossida-
tivo. Il trattamento con Lisosan
G, invece, ripristina nell’animale
diabetico una condizione simile
a quella dei controlli.

sanguigni

le fasi precoci della retinopatia
! diabetica & costituita da danni

S

| Lisosan G e modiificazioni di vasi 4

| Una caratteristica peculiare del- &

In particolare, € noto che c’€ una
ridotta efficienza della barrie-
ra emato-retinica, una barriera
costituita principalmente dal-
le cellule endoteliali dei vasi e
dalle cellule gliali di Mdller che
protegge i neuroni da eventuali

effetti tossici di sostanze portate
dal sangue (27,28). Per valutare
lo stato di permeabilita dei vasi,
come indice della consistenza
della barriera emato-retinica, i
ratti sono stati anestetizzati e
colorante blu di Evans (rileva-

Figura 6, tratta
da: Amato et al.
2018, Nutrients
10, 1932. Vasi
retinici in retine
intere visua-
lizzati tramite
fluorescenza
del colorante
blu di Evans in
ratti non diabe-
tici di controllo
(A), in ratti
diabetici (B) e
in ratti diabetici
trattati con Li-
sosan G (C).
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riscontrabili a livello dei capillari =
. sanguigni che irrorano la retina. X

i : , lucidum che favoriscono le
naturali difese dell’organismo.
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bile grazie alla sua fluorescenza
rossa) € stato infuso nella loro
circolazione sanguigna. Quindi,
le retine sono state dissezionate
ed esaminate con un microsco-
pio a fluorescenza. Come mo-
strato nella figura 6, € evidente
un aumento della permeabilita
dei vasi retinici nei ratti diabeti-
ci, il che indica un sensibile dan-
no alla barriera emato-retinica.
Questo danno sembra essere
qguasi completamente prevenuto
dalla somministrazione di Liso-
san G.

Conclusione

In conclusione, i risultati ottenu-
ti in questi studi mostrano che
il Lisosan G € molto efficace nel

proteggere la retina dai danni =

indotti dal diabete. La sua azio-
ne prevalente sembra esplicarsi
attraverso le sue potenti pro-
prieta antiossidanti. Il risultato
della somministrazione dell’inte-
gratore in termini di protezione
dei neuroni retinici dalla morte
per apoptosi si traduce anche, e

| soprattutto, in un considerevole

miglioramento della funzione vi-

siva. Su gueste basi, & possibile
immaginare un suo impiego nel
trattamento a lungo termine del-
la retinopatia diabetica. Inoltre,
dal momento che lo stress os-
sidativo & un fattore patogene-
tico comune a diverse patologie
retiniche, il Lisosan G potrebbe
rappresentare un promettente
prodotto nutraceutico per il trat-
tamento di diverse malattie che
colpiscono la retina.

* Istituto di Biologia e Biotecnologia
Agraria - CNR Pisa

** UNIVERSITA DI PISA, Dipartimento di
Biologia
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