vitro per il potenziale ruolo degli estratti di foglie nella dermatite atopica
e nei danni della pelle indotti dai raggi UV.

Attivita del fitocomplesso

biotecnologico

di Perilla frutescens (L.) Britton nel
preservare l'integrita della mucosa
vaginale mediante un effetto
anti-inflammatorio e protettivo
della barriera cutanea

| risultati presentati in questo articolo evidenziano che il fitocom-
plesso di perilla ha le potenzialita per essere un ingrediente eccel-
lente in ambito cosmetico, nelle preparazioni per uso topico, come
nella cura e igiene intima, dove ha mostrato una buona attivita nel
preservare l'integrita della mucosa vaginale, specialmente in con-
dizioni vulnerabili come la menopausa.
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Introduzione

Perilla frutescens (L.) Britton,
nota anche come Shiso o sem-
plicemente Perilla, & una specie
erbacea annuale appartenente
alla famiglia delle Lamiaceae,
ampiamente coltivate in Asia e
utilizzate come piante ornamen-
tali, aromatiche e medicinali. P.
frutescens ha importanza stori-
ca nella medicina asiatica, ma é
nota nella fitoterapia moderna
principalmente per trattare sin-
tomi dell’allergia stagionale [1].
Negli ultimi anni, questa specie
e stata studiata in modelli ani-
mali e in vitro per il potenziale
ruolo degli estratti di foglie nella
dermatite atopica [2] e nei dan-
ni della pelle indotti dai raggi
UV [3]. Gli effetti biologici del-
le preparazioni di P. frutescens
sono stati associati al suo fito-
complesso polifenolico partico-
larmente ricco di acido rosma-

rinico (AR) [4]. L’AR, infatti, ha
dimostrato di avere diverse at-
tivita protettive, principalmente
volte a contrastare lo stress os-
sidativo cellulare e la produzio-
ne di marcatori inflammatori [5],
oltre a contribuire all’effetto an-



tiasmatico, in associazione con
I’'apigenina [6]. Come riportato
da Yan e co-autori [7], 'AR (fino
all’,57%), oltre alla perillaldeide
e al perilchetone, potrebbe es-
sere considerato come un mar-
catore chimico delle foglie della
specie e delle loro diverse pre-
parazioni, anche se ¢ stata os-
servata una grande variabilita in
campioni di diversa origine. Ad
0ggi, non esiste una monogra-
fia ufficiale in farmacopea e non
sono stati pubblicate indicazioni
su saggi chimici per I'analisi di P.
frutescens; come conseguenza
di questi importanti limiti, e con-
siderando che Perilla € utilizzata
soprattutto nel settore degli in-
tegratori alimentari e cosmetici
[8], la standardizzazione delle
preparazioni di Perilla utilizza-
te a fini salutistici non & ancora
stata raggiunta. Un approccio
per ottenere fitocomplessi a

base di prodotti naturali esenti
da contaminanti, standardizzati
chimicamente e in quantita in-
dustriali, & quello di utilizzare le
colture cellulari vegetali in vitro;
questa tecnologia consente di
risolvere i problemi legati alla
variabilita dei prodotti erboristi-
ci, in quanto fornisce ai prepa-
rati un contenuto controllato di
principi attivi e un alto profilo
di riproducibilita e standardiz-
zazione. Per circa 10 anni, la ri-
cerca scientifica ha sviluppato
e studiato la tecnologia delle
colture cellulari vegetali in vitro
per ottenere prodotti naturali
biologicamente attivi [9, 10], ma
la sfida attuale & quella di pro-
durre fitocomplessi altamente
standardizzati che potrebbero
fornire il fondamentale effetto
multitarget e sinergico di meta-
boliti secondari, che & alla base
della fitoterapia odierna. In que-
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sto lavoro, per la prima volta, &
stata eseguita la produzione e la
standardizzazione di un fitocom-
plesso biotecnologico di P. frute-
scens (PFP), ottenuto da colture
cellulari vegetali, monitorando il
contenuto di AR e antocianidine.
Scopo di questo lavoro & sta-
to sviluppare un fitocomplesso
chimicamente standardizzato in
grado di contrastare disturbi che
interessano l'epitelio della pelle,
tra cui le mucose, e quindi un
buon candidato per applicazioni
topiche.

| disturbi dermatologici minori
sono molto spesso sottovalutati
e hanno importanti limiti farma-
cologici che la ricerca scientifica
cerca di affrontare. Tra questi,
I'atrofia della mucosa vaginale
rappresenta una delle conse-
guenze piu caratteristiche che
accompagnano il periodo della
menopausa, con un grande im-
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Le diverse colorazioni delle foglie di Perilla frutescens, nelle varie fasi della crescita della pianta. La pianta ha importanza storica
nella medicina asiatica, ma & nota nella fitoterapia moderna principalmente per trattare sintomi dell’allergia stagionale.
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patto sulla qualita della vita del-
le donne [11-13]. Il presente lavo-
ro mira a sviluppare e valutare la
sicurezza e l'efficacia del nuovo
fitocomplesso biotecnologico
PFP indagando le sue proprieta
biologiche. Per farlo, abbiamo
pianificato il nostro studio in
un progetto sperimentale co-
stituito da tre fasi. Nella prima
fase, abbiamo testato lattivita
del PFP sull’inflammazione della
pelle e nel mantenimento del-
la barriera cutanea, studiando i
meccanismi cellulari e molecola-
ri che sostengono l'effetto. Nella
seconda fase, abbiamo valutato
gli effetti irritanti e idratanti del
PFP su una mucosa vaginale 3D
ricostruita /in vitro; infine, nella
terza fase, secondo la norma-
tiva che consente di testare gli
ingredienti cosmetici, abbiamo
eseguito una preliminare osser-
vazione clinica in 30 volontari
sani in pre- o post-menopausa
per valutare l'idratazione vagi-
nale, elasticita ed estensibilita
dopo l'applicazione di una pre-
parazione cosmetica contenen-
te PFP.

Materiali

Coltura cellulare di Perilla frute-
scens

In questo studio, le piante di Pe-
rilla frutescens L. Britton utiliz-
zate come materiale vegetale di
partenza sono state certificate
e acquistate presso il vivaio “Le
Georgiche”, Brescia. L’autenti-
cazione delle specie botaniche
di P. frutescens & stata garantita
e confermata attraverso anali-
si di biologia molecolare (DNA
fingerprint) eseguite in collabo-
razione con il Parco Tecnologi-
co Padano, Lodi, Italia [14]. Le
giovani foglie di P. frutescens
sono state lavate sotto acqua
corrente e sterilizzate attraver-
so un trattamento sequenziale
in etanolo 70% (v/v), acqua per
circa 1 min, soluzione di ipoclo-
rito di sodio 2% (v/v), 6-14% clo-
ro attivo e Tween-20 allo 0,1%
(v/v) in acqua per 2-3 minuti

J
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e, infine, almeno 3 lavaggi con
acqua sterile. Il tessuto vegeta-
le sanitizzato e stato tagliato in
minuscoli frammenti (espianti)
e depositato in capsule Petri
contenenti terreno di coltura
nutritivo solidificato Gamborg
B5 [15] con diverse combinazio-
ni e concentrazioni di regolatori
della crescita delle piante (acido
diclorofenossiacetico 2,4 con e
senza 6-benzilaminopurina, aci-
do 2,4 diclorofenossiacetico con
e senza chinetina, acido 1-nafta-
lenacetico con e senza chineti-
na, acido 3-indolacetico con e
senza chinina, acido 1-naftale-
nacetico e acido 3-indolacetico
con e senza chinetina e piclo-
ram con e senza 6-benzilami-
nopurina) e incubato a 25°C al
riparo dalla luce. Il piu alto tasso
di crescita del callo & stato os-
servato utilizzando il mezzo so-
lido Gamborg B5 integrato con
saccarosio 20 g/L, Plant Agar
0,9% (p/v), acido 1-naftalena-
cetico (NAA) 0,5 mg/L, acido
3-indolacetico (IAA) 1 mg/L e
pH corretto a 6,5 (terreno di Pe-
rilla). | calli coltivati su terreno
di Perilla sono stati sottoposti a
subcultura per almeno sei mesi,
fino a quando sono diventati
friabili e omogenei, con un tasso
di crescita costante (linea cel-
lulare stabile di P. frutescens).
La sospensione cellulare & stata
generata trasferendo 10% (p/v)
di callo selezionato in 250 ml di
mezzo di coltura liquido Gam-
borg B5 integrato con saccaro-
sio 20 g/L, NAA 0,5 mg/L e IAA
1 mg/L. Il pH & stato regolato a
6,5 prima della sterilizzazione in
autoclave (terreno liquido Pe-
rilla). Le sospensioni sono state
mantenute a 25°C, in condizioni
di buio, in costante agitazione a
120 rpm e sono state subcolti-
vate in un nuovo terreno liqui-
do ogni 14 giorni di crescita.
Successivamente, per produrre
grandi quantita di biomassa, la
coltura cellulare in sospensione
¢ stata trasferita e adattata alla
crescita in un bioreattore di di-

mensioni progressivamente cre-
scenti (volume 3L e 5L), con una
quantita di sospensione cellula-
re inoculata nel mezzo liquido
pari al 12% (v/v). Per aumentare
il contenuto di acido rosmarini-
co (AR) e antociani totali, dopo
14 giorni di crescita in mezzo li-
quido, la sospensione cellulare
e stata trasferita in un terreno
liquido finale (Gamborg B5 con
aggiunta di saccarosio 50 g/L,
NAA 0,3 mg/L e AIA 0,8 mg/L).
Il pH & stato regolato a 5,9 prima
della sterilizzazione in autoclave
(mezzo liquido finale di Perilla).
La coltura in sospensione & sta-
ta coltivata per un ciclo di col-
tura di 21 giorni in una camera
climatica a 25°C in agitazione
costante a 120 rpm e in condi-
zioni di buio.

Preparazione del fitocomplesso
di P. frutescens

Dopo 21 giorni di crescita nel
terreno liquido finale, a 25° C e
al buio, la sospensione cellulare
di P. frutescens & stata filtrata
(filtro 50 Qm) e il terreno liqui-
do ¢é stato eliminato. Le cellule
filtrate sono state lavate con il
doppio del volume di soluzione
salina (0,9% v/v NaCl in acqua
sterile), addizionata con acido
citrico 1,5% (p/p), e poi omo-
geneizzate con ultraturrax a
15.000 rpm per 20 min. La bio-
massa di cellule omogeneizzate
e stata essiccata utilizzando un
Mini Spray Dryer (BUCHI-B290)
per ottenere una polvere di PFP
ad alto contenuto di AR e anto-
cianidine [16].

Risultati

1. Produzione del fitocomplesso
Perilla frutescens da una linea
cellulare selezionata e analisi
chimica

Una linea cellulare stabile di P.
frutescens & stata ottenuta uti-
lizzando il terreno di coltura so-
lido Perilla (Gamborg B5 medio
integrato con 20 g/L di saccaro-
sio, 0,9% (p/Vv) di Agar vegetale,
0,5 mg/L di NAA, 1 mg/L di IAA



a pH 6,5). Dopo sei mesi in que-
sto terreno solido selezionato, la
linea cellulare di P. frutescens si
presenta di colore porpora, con
una consistenza friabile e un
alto tasso di crescita (subcoltu-
ra in terreno solido fresco ogni
21 giorni) (Figura 1a). La colo-
razione con diacetato di fluo-
resceina ha mostrato la morfo-
logia cellulare e la vitalita delle
cellule vegetali mantenute in un
terreno di coltura solido ottimiz-
zato per la crescita delle cellule
di perilla (Figura 1b, ¢). Il conte-
nuto di RA, polifenoli totali e an-
tocianidine nella linea cellulare &
stato ottimizzato utilizzando un
terreno di coltura liguido finale
con un contenuto piu elevato di
saccarosio (50 g/L) e una mi-
nore concentrazione di ormoni
della crescita (NAA 0,3 mg/L
e IAA 0,8 mg/L). Le cellule di
Perilla cresciute in terreno di
coltura liquido finale sono state
utilizzate per preparare il PFP.
Per misurare il contenuto di AR,
polifenoli totali e antocianidine
nel PFP, & stata eseguita I'ana-
lisi UPLC-DAD. Il cromatogram-
ma UPLC-DAD registrato a 330
nm & mostrato nella Figura 2.
Il contenuto di polifenoli totali,
identificati dai loro spettri carat-
teristici ed espressi come equi-
valenti di RA, era 2,35 + 0,16%
p/p; il contenuto di AR, calco-
lato misurando l'area di picco
al tempo di ritenzione 7,5, era
2,03 + 0,16% p/p. Il contenuto di
antocianidine totali identificate
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dal loro spettro caratteristico e dei fibroblasti (HFF), le prin-

con Amax a 520 nm ed espres-
so come equivalente di ciani-
dina-3-0O-glucoside era 0,10 #*
0,02% p/p.

2. Effetto del PFP sulla vitalita
dei cheratinociti e dei fibroblasti
umani

Il primo obiettivo dello studio
ha riguardato la valutazione
dell’effetto del PFP sulla vita-
lita dei cheratinociti (HaCaT)
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Figura 1. Coltura cellulare di Perilla frutescens (L.) Britton mantenuta in terreno di col-
tura solido di perilla (a), immagini ottiche di cellule di Perilla frutescens osservate dal

microscopio ottico AXIO-Imager A2 (ZEISS), in modalita campo luminoso (b) e dopo
colorazione con diacetato di fluoresceina (c). Scala: 50 pm.

cipali popolazioni cellulari che
compongono rispettivamente
'epidermide e il derma, la cui
interazione € fondamentale per
'omeostasi e la rigenerazione
cutanea. Le cellule HaCaT e HFF
sono state trattate con diverse
concentrazioni di PFP per 24h
e la citotossicita & stata stu-
diata attraverso la misurazione
del metabolismo cellulare uti-
lizzando il saggio CCK-8. L’a-
nalisi statistica ha indicato che
il PFP solo alla concentrazione
di 1000 pg/mL ha ridotto signi-
ficativamente la vitalita cellulare
sia nelle cellule HaCaT che HFF
(ANOVA: HaCaT: p=0,0063;
HFF: p<0,0001 vs. CTRL) (Fi-
gura 3a, b). Sulla base di questi
dati, le analisi successive sono
state effettuate utilizzando le
concentrazioni non citotossiche
(1,10 0 100 pg/ml).

3. Il PFP non stimola la produ-
zione di pro-collagene | ed ela-

Figura 2. Cro-
matogramma
UPLC-DAD
dell’estratto di
Perilla frute-
scens (L.) Brit-
ton registrato

a 330 nm. AR,
che eluisce a
7,5 min, rappre-
senta il compo-
nente principa-
le. AR - acido
rosmarinico.

Figura 3. Analisi
di vitalita cellu-
lare mediante
saggio CCK-8
su cellule HaCaT
(a) e HFF (b)
trattate con PFP
alle concentra-
zioni di 01, 1,

10, 100 e 1000
pg/ml per 24h.
Ogni colonna
rappresenta

la mediaxSD.

| dati sono

stati analizzati
mediante un’a-
nalisi one-way
ANOVA seguita
da test di con-
fronti multipli
Tukey: *p<0,05,
**p<0,01,
****p<0,0001
rispetto a CTRL.
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Figura 4: Sag-
gio di wound
healing in
cellule HaCaT
trattate con
PFP (1,10,

100 pg/mL)
per 6 ore (a)
e 24 ore (b)

o non trat-
tate (CTRL).
Ogni colonna
rappresenta

la mediatSD.

| dati sono
stati analizzati
mediante ona-
way ANOVA
seguita da test
di confronti
multipli Tukey:
*p<0,05 vs.
CTRL.

famiglia delle Lamiaceae, ampiamente coltivate in Asia.

Wound healing
(fold to control)
] 7

CTRL PFP1 PFP 10 PFP 100

Wound healing
(fold to control)
5 @

CTRL

stina nei fibroblasti ma migliora
la capacita di migrazione dei
cheratinociti

La riepitelizzazione delle feri-
te cutanee comporta una serie
ordinata di eventi in cui i fibro-
blasti producono e organizza-
no i componenti della matrice
extracellulare (ECM) per rifor-
mare la membrana basale sot-
to lo strato basale epidermico,
mentre i cheratinociti migrano,
proliferano e si differenziano

46 % natural 1 gennaio - febbraio 2024

per ripristinare la funzione bar-
riera [17]. Il collagene e l'elasti-
na sono le proteine piu abbon-
danti che compongono la ECM
e sono prodotte dai fibroblasti.
Per studiare la possibile attivita
del PFP sulla riparazione della
pelle, abbiamo prima analizza-
to leffetto del trattamento PFP
sulla capacita dei fibroblasti di
produrre collagene ed elastina.
Mediante test ELISA, & stato
misurato il rilascio di pro-colla-

Perilla frutescens (L.) Britton, nota anche come Shiso o semplicemente Perilla, € una specie erbacea annuale appartenente alla
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gene | ed elastina in cellule HFF
trattate con PFP (1, 10, 100 ug/
ml) per 24h. Non sono state os-
servate differenze nei livelli di
pro-collagene | ed elastina tra le
cellule trattate e quelle di con-
trollo. In secondo luogo, abbia-
mo valutato I'impatto del PFP
sulla capacita di migrazione dei
cheratinociti in un modello in
vitro di wound healing. E stata
creata una ferita artificiale sul
monostrato confluente di cellu-
le e la capacita dei cheratinociti
di chiudere la ferita & stata mo-
nitorata misurando I'area della
ferita a 6h e 24 h dopo il trat-
tamento con PFP (1, 10, 100 ug/
ml). L’analisi del test ha rivela-
to un effetto del fitocomplesso
(100 pg/ml) nello stimolare la
migrazione di HaCaT dopo 6h,
e in maggior misura dopo 24h,
rispetto alle cellule di controllo
(Figura 4a, b). Infatti, sebbene
non statisticamente significati-



vo, 'aumento della migrazione
dei cheratinociti prodotta dal
PFP (100 pyg/ml) a 6h & stato di
circa il 35% rispetto al controllo
(Figura 4a). Dopo 24h, il tasso &
migliorato significativamente di
oltre il 40% (ANOVA: p=0,0452
vs. CTRL) (Figura 4b). Alle con-
centrazioni piu basse, il PFP non
ha mostrato alcuna attivita, né a
6h, né a 24h.

4. Il PFP contrasta la risposta
inflammatoria dei cheratinociti
riducendo il rilascio di citochine
pro-infiammatorie

Con l'obiettivo di valutare l'ef-
fetto del PFP in una condizione
di pelle inflammata, abbiamo
valutato diversi modelli in vitro
di risposta inflammatoria. In pri-
mo luogo, abbiamo settato un
modello in vitro di epidermide
inflammata stimolando i chera-
tinociti con fattori rilasciati dai
monociti (THP-1) infiltranti at-
tivi, precedentemente stimolati
dall’esposizione all’endotossi-
na batterica lipopolisaccaride
(LPS) (LCTM: LPS-conditioned
THP-1 medium). Secondo il test
di vitalita cellulare, le cellule
HaCaT sono state trattate per
24h con PFP alle concentrazioni
non tossiche (1, 10, 100 pyg/ml) e
contemporaneamente esposte
a LCTM (LPS-conditioned THP-1
medium). Per garantire l'effica-
cia dello stimolo infiammatorio,
i livelli proteici delle citochine
pro-inflammatorie TNF-qa, IL-6 e
IL-18 sono stati misurati median-
te saggio ELISA nelle cellule Ha-
CaT trattate. Dopo 24h di espo-
sizione, TNFa é risultata essere
la citochina piu sovraregolata
con un aumento significativo
dei suoi livelli di 10 volte rispet-
to al gruppo di controllo (ANO-
VA: p<0,0001 vs. CTRL) (Figura
5a). Anche la produzione di IL-
18 e IL-6 & aumentata significa-
tivamente rispetto alle cellule
non stimolate (ANOVA: IL-1B
p = 0,0003, IL-6 p = 0,0148 vs
CTRL) (Figura 5a). Il trattamen-
to con PFP é stato in grado di

contrastare gli alti livelli di TN-
F-a, IL-6 e IL-1B indotti da LCTM.
Infatti, I'analisi statistica ha rive-
lato che, nelle cellule esposte al
mezzo condizionato, il tratta-
mento con PFP alla concentra-
zione di 100 pg/mL ha impedito
laumento dei livelli di TNF-a,
IL-1B8 e IL-6 (post hoc: TNF-a p
< 0,0001, IL-1B p = 0,0026, IL-6
p = 0,0468, vs. LCTM) (Figura
5a). A concentrazioni di 1 e 10
pug/ml, il PFP si & rivelato inef-
ficace. La quantificazione del
TNF-q, la citochina piu regolata,
e stata valutata in cellule Ha-
CaT trattate con PFP (100 ug/
mL) ed esposte direttamente a
LPS (1 yg/mL) per 24h. L’analisi
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ha mostrato un aumento signi-
ficativo dei livelli di TNF-a nelle
cellule HaCaT stimolate con LPS
rispetto ai controlli (ANOVA: p
= 0,0091 vs. CTRL) (Figura 5b).
Il trattamento con PFP da solo
non ha avuto un impatto sulla
produzione di TNF-a, mentre
nelle cellule stimolate con LPS,
ha contrastato 'aumento dei li-
velli di TNF-a (post hoc: p<0,05
vs LPS) (Figura 5b). Abbiamo
ulteriormente studiato I'effetto
della PFP nel modulare il rilascio
di citochine valutando la rispo-
sta immunitaria dei monociti at-
tivi. Le cellule THP-1 sono state
trattate con PFP (1, 10, 100 ug/
mL) in concomitanza con LPS
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Figura 5. Effetto
del trattamento
con PFP (1,10,
100 pg/ml) sul
rilascio di (a)
TNF-a, IL-6 o
IL-1B analizzato
mediante saggio
ELISA in cellule
HaCaT esposte
a terreno THP-1
condizionato

da LPS per 24h
(LCTM); (b)
TNF-a in cellule
HaCaT stimolate
da LPS (200 ng/
ml) per 24h; (c)
TNF- ain cellule
THP-1 esposte a
LPS 1 ug/mL per
24h. Ogni colon-
na rappresenta
la media £SD. |
dati sono stati
analizzati me-
diante un’analisi
one-way ANOVA
seguita da test di
confronti multipli
Tukey: *p<0,05,
***p<0,001
***p<0,0001 vs.
CTRL; °p<0,05,
°p < 0,01,°°p <
0,001 rispetto a
LCTM o LPS.
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(200 ng/mL) per 24h. Un au- fungono da proteine regolatrici mostrando una distribuzione

mento significativo dei livelli di
TNF-a & stato osservato nelle
cellule THP-1 stimolate con LPS
rispetto alle cellule di controllo
(ANOVA: p<0,0001 vs. CTRL)
(Figura 5¢). Il trattamento con
PFP non é stato efficace nel re-
golare i livelli di espressione del
TNF-q, sia nelle cellule non sti-
molate che in quelle stimolate
con LPS (Figura 5¢). Questi dati
hanno mostrato che il PFP erain
grado di inibire il rilascio di cito-
chine pro-inflammatorie specifi-
camente nei cheratinociti.

5. Il PFP previene la compromis-
sione delle giunzioni intercellula-
ri dei cheratinociti indotta da un
danno infiammatorio-ossidativo
Uno degli aspetti piu rilevanti
nella valutazione dell'integrita
dell’epidermide riguarda I'ana-
lisi delle giunzioni intercellulari
strette (tight junction, TJ). Le
TJ sono costituite da comples-
si  multiproteici transmembra-
na, come l'occludina, claudine e
molecole di adesione che sono
legate al citoscheletro da protei-
ne zonula occludens (ZO), che

J
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[18, 19]. Queste proteine inter-
connettono le cellule dello strato
granulare, garantendo la funzio-
ne barriera nell’epidermide inte-
gro. Inoltre, la barriera cutanea
€ garantita da due importanti
proteine come la filaggrina e la
loricrina. La filaggrina aggrega
i filamenti di cheratina e favo-
risce la condensazione del ci-
toscheletro e la compattazione
cellulare per formare l'involucro
cornificato [19-21]; la loricrina &
una delle proteine strutturali piu
importanti espresse nello strato
granulare, che contribuisce alla
formazione dello strato corni-
ficato [19-21]. In questo lavoro
abbiamo studiato l'espressione
proteica di due TJ, occludina e
Z0-1, mediante immunofluore-
scenza in cellule HaCaT pretrat-
tate con PFP (100 yg/ml) per 2h
e poi esposte a LPS+H,O, per
3h. Le immagini di immunofluo-
rescenza mostrano I'espressione
di occludina e ZO-1 nelle cel-
lule di controllo e trattate con
PFP (Figura 6). L’esposizione a
LPS+H,O, per 3h ha alterato l'e-
spressione della giunzione ZO-1

frammentaria lungo la membra-
na delle cellule HaCaT rispetto
al controllo (Figura 6a). Il pre-
trattamento con PFP e stato in
grado di prevenire il danneggia-
mento della membrana indotto
da LPS+H,O, preservando le-
spressione di ZO-1 (Figura 6a).
Analogamente, ’'espressione
di occludina € risultata grave-
mente ridotta nella membrana
delle cellule HaCaT esposte a
LPS+H,O,, mentre il pretratta-
mento con PFP & stato in gra-
do di inibire completamente la
compromissione della giunzione
occludina promossa dallo sti-
molo infiammatorio-ossidativo
(Figura 6b). Mediante Western
Blot, abbiamo poi analizzato I'e-
spressione proteica di filaggrina
e loricrina nelle cellule HaCaT
nella stessa condizione.

E interessante notare che la sti-
molazione dei cheratinociti con
LPS+H,O, per 3h aumenta in
modo significativo i livelli di pro-
teine filaggrina e loricrina rispet-
to alla controparte non stimola-
ta (ANOVA: p<0,0001 vs. CTRL).
L’analisi statistica ha mostrato



che PFP a 100 Qg/mL non ha
influenzato i livelli di filaggrina
(Figura 7a) e di loricrina (Figura
7b) rispetto alle cellule controllo,
ma ha inibito 'aumento dei livelli
indotti da LPS+H,0O, sia di filag-
grina che di loricrina (post hoc:
filaggrina p=0,0467, loricrin p =
0,0203 vs. LPS+H,0,) (Figura 7).
Questi dati hanno rivelato che
PFP & in grado di mantenere I'in-
tegrita della barriera cutanea
regolando i livelli di espressione
delle TJ e delle proteine filaggri-
na e loricrina, due componen-
ti essenziali dell'integrita della
barriera cutanea.

6. L’estratto PFP mostra pro-
prieta non irritanti e lenitive in
un modello di mucosa vaginale
ricostituita in vitro

Guidati da risultati molto positivi
ottenuti studiando leffetto del
PFP a livello cellulare e moleco-
lare, abbiamo mirato a investi-
gare il PFP in un contesto pra-
tico di applicazione funzionale
valutando il potenziale irritante
e lenitivo in un modello in vitro
di mucosa vaginale ricostruita
(22-26).

La ricostruzione della mucosa
vaginale & stata ottenuta me-
diante un multistrato di cellu-
le di carcinoma vulvare umano
(A430) cresciute sulla sommita
di un supporto inerte. Per valu-
tare il possibile effetto irritan-
te di PFP, la vitalita cellulare &
stata analizzata sul multistrato
cellulare trattato per 24 h con
una soluzione acquosa di sodio
dodecilsolfato allo 0,5% (SDS)
come controllo positivo dell’ir-
ritazione, una soluzione salina
come controllo negativo e una
soluzione acquosa di PFP alla
concentrazione dello 0,1% e
dello 0,01%. Un marcato effetto

FITOTERAPIA

LPS/H,0, PFP + LPS/H,0,

LPS/H,0, PEP + LPS/H,0,

a b
Filaggrin Loricrin
O CTRL
#7 Hekdk 67 Ll = PFP
mm LPS/H;0;
- 22 N Em PFP+LPS/H,0;
i SE 4
-0 = o
§2 £ g
2 £z
a £ a g 24
Cc
LPS + H,0,
Perilla100pg/ml - - + + - - + +
45KDa =T £ e oy g = P | Filaggrin
DE KD wd o . o ——— | | o rierin
55 KD =] T —— e o s s @ | Tyshyulin

della soluzione SDS ha provo-
cato una compromissione della
vitalita cellulare di circa il 90%
rispetto al controllo fisiologico.
Al contrario, la soluzione acquo-
sa di PFP allo 0,1% e allo 0,01%
non ha influenzato la vitalita cel-
lulare della mucosa ricostituita,
analogamente al campione di
controllo (Figura 8a). Abbiamo
analizzato inoltre la capacita le-
nitiva del PFP in una condizione
di irritazione utilizzando il test

MTT; il modello di mucosa va-
ginale & stato trattato con una
soluzione acquosa di acido latti-
co (LA) allo 0,4% per 1h, quindi
esposto a PFP allo 0,1%, o so-
luzione di acido acetilsalicilico
allo 0,03% (ASP) per 4h, come
agente lenitivo di controllo. |
risultati hanno mostrato che la
soluzione di LA ha influenzato
la vitalita cellulare di circa il 15%
rispetto alla mucosa non tratta-
ta. Anche se in misura minore

Figura 6. Ana-
lisi di immu-
nofluorescenza
delle giunzioni
(a) ZO-1 (verde)
e (b) occludina
(verde) in che-
ratinociti (Ha-
CaT) non sti-
molati (CTRL) o
trattati con PFP
(100 Qg/ml), o
pretrattati con
PFP per 2h ed
esposti 3h a
LPS+H,O,. Dapi
(blu) indicai
nuclei cellulari
colorati. Scala:
100 pm.

Figura 7. Analisi
Western blot dei
livelli proteici

di (a) filaggrina
e (b) loricrina

in cheratinociti
(HaCaT) non
stimolati (CTRL),
o trattati con
PFP (100 pg/
ml), o pretrattati
con PFP per 2h
ed esposte 3h

a LPS+H,0,. (©)
Limmunoblot
rappresenta i
livelli proteici di
filaggrina e lori-
crina, mentre la
tubulina é stata
utilizzata come
controllo endo-
geno. Ogni co-
lonna rappresen-
ta la mediazSD.

| dati sono stati
analizzati me-
diante mediante
un’analisi one-
way ANOVA
seguita da test di
confronti multipli
Tukey: ****p <
0,0001 vs. CTRL;
°p < 0,05 vs.
LPS+H,O,.
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Figura 8. Anali-
si delle attivita
(a) irritanti,

(b) lenitive e
(c) idratanti
della soluzione
PFP 0,1% in un
modello 3D in
vitro di mucosa
vaginale rico-
struita. Le solu-
zioni SDS 0,5%
e acido lattico
(LA) 0,4% sono
state utilizzate
come controlli
irritanti; la
soluzione di
acido acetilsa-
licilico (ASP)
allo 0,03% e
stata utilizzata
come agente di
controllo atti-
vo. | dati sono
espressi come
media = SD di
due esperimen-
ti indipendenti.

Figura 9.
Analisi osser-
vazionale dei

parametri di
idratazione
profonda,
elasticita ed
estensibilita
dell’area va-
ginale di 30
volontarie

al momento
dell’inizio (TO)
e dopo due
settimane (T2)
di trattamento
con crema e
maschera con-
tenente PFP
0,1% o placebo.
| dati sono
espressi come
punteggio to-
tale assegnato
a seguito della
valutazione del
ginecologo.

a b
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1
Extensibility Elasticity Extensibility Elasticity
rispetto all’anti-inflammatorio, anche se in misura minore, la

la soluzione PFP 0,1% ¢& stata
in grado di migliorare la vitalita
cellulare della mucosa vagina-
le rispetto al trattamento con
LA (Figura 8b). Analogamente,

soluzione PFP allo 0,1% é& stata
in grado di migliorare la vitalita
cellulare della mucosa vaginale
rispetto al trattamento con LA
(Figura 8b). Per valutare ulte-

7. 1471 n O,
To Tasctimane Variazione % p value
T2weers=To To v8 Tasettimane
ACTIVE PFP (0.1%) 33.0+40 356448 + 2.6% p<0.01**
PLACEBO 354+ 46 353452 -0.1% p=0.05
ATTIVO vs PLACEBO p=0.01*

Tabella 1. Valori di punteggio ottenuti mediante un esame di idratazione profonda
dei gruppi trattati con PFP o placebo. Sono riportate le medie, le deviazioni standard,
le variazioni e la significativita statistica (valore p) per ciascun gruppo e tra i gruppi.
*p<0,05, **p <0,01.

Variazione %o p value
- 1;" S T'"_mm_m - Taweeks-To To v8 Trserimane
ACTIVE PFP (0.1%) 0,822 + 0.084 0.856 + 0.042 +4.1% p=0.052
PLACEBO 0.814 + 0.063 0.788 + 0.056 -0.1% p>0.05
ATTIVO vs PLACEBO p<0.05*

Tabella 2. Valori di punteggio ottenuti mediante un esame dell’elasticita dei gruppi
trattati con PFP o placebo. Sono riportate le medie, le deviazioni standard, le variazio-
ni e la significativita statistica (valore p) per ciascun gruppo e tra i gruppi. *p< 0,05.
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riormente I'effetto del PFP sull’i-
dratazione della pelle & stato
utilizzato il test TEWL (trans-e-
pidermal water loss) che misura
la quantita di acqua condensata
che si diffonde su un’area fissa
dello strato corneo. La muco-
sa vaginale ricostituita & stata
esposta all’irritante LA 0,4%,
per 1h, quindi trattato con una
soluzione di PFP allo 0,1% o ASP
allo 0,03% per 4h. Dopo tratta-
mento con LA, la TEWL é risul-
tata notevolmente aumentata,
mentre l'applicazione del PFP
ha ridotto i valori di TEWL a un
livello comparabile a quello di
ASP (Figura 8c).

7. Il PFP migliora l'idratazione
profonda e I'elasticita dopo I'ap-
plicazione topica in vivo

Alla luce delle evidenze prece-
denti, la terza fase dello studio
ha avuto lo scopo di valutare
la tollerabilita, 'efficacia e la si-
curezza di due preparati topici,
una maschera e una crema, con-
tenenti il PFP 0.1% in un’applica-
zione in vivo. Per lo studio, 30
volontarie, con un’eta media di
58,1 anni, sono state reclutate e
divise in due gruppi (27-34).

| volontari hanno utilizzato il
trattamento (attivo o placebo)
consistente in crema e masche-
ra per 2 settimane, dopo aver
pulito la zona intima, nel modo
seguente:

- Crema intima lenitiva: una volta
al giorno applicando abbondan-
temente nella zona anogenitale
e circostante.

- Maschera: 3 volte a settimana
con un’applicazione di 20 minu-
ti, assicurandosi di utilizzare un
sistema protettivo per evitare di
bagnare gli indumenti.

Durante il trattamento con la
maschera, hanno anche usato
la crema. Al check-up iniziale e
dopo 15 giorni di trattamento
sono state eseguite valutazioni
cliniche e strumentali.

Alla fine del trattamento, il gi-
necologo ha condotto I'esame
dei soggetti e ha assegnato un



punteggio ai parametri di arros-
samento, secchezza, desquama-
zione, gonfiore, vesciche, e pre-
senza di secrezioni, secondo una
scala stabilita. L’analisi statistica
ha riportato un aumento signifi-
cativo dell'idratazione profonda
nelle donne trattate con PFP ri-
spetto alla controparte placebo.
All'interno del gruppo placebo,
non sono state registrate va-
riazioni significative (Figura 9)
(Tabella 1). Per quanto riguarda
I’elasticita della pelle, dopo due
settimane, non sono state osser-
vate differenze significative nel
valore dell’estensibilita cutanea
tra le donne trattate con PFP e
placebo (Figura 9). Al contrario,
il trattamento con PFP ha mi-
gliorato lelasticita totale della
pelle rispetto al gruppo placebo.
Non sono state misurate varia-
zioni statisticamente significa-
tive nel gruppo placebo (Figu-
ra 9) (Tabella 2). Inoltre, & stata
eseguita una valutazione clinica
dell’efficacia e della compatibi-
lita, della secchezza vaginale e
dell’irritazione nelle donne in pre/
post-menopausa. |l trattamen-
to con PFP ha evidenziato una
diminuzione del rossore e della
secchezza nelle aree perianali
ed esterne dei genitali rispetto al
trattamento placebo, cosi come
la riduzione del gonfiore dei ge-
nitali esterni. L'insieme di questi
dati ci hanno permesso di valuta-
re leffettiva efficacia e tollerabi-
lita del PFP in vivo, direttamente
su un’area di applicazione come
la mucosa vaginale, utilizzando
formulazioni semplici come un
crema e una maschera.

Conclusioni

II fitocomplesso biotecnologico
di Perilla frutescens (L.) Britton
prodotto mediante la tecnologia
delle colture cellulari vegetali in
vitro, arricchito in polifenoli, e in
particolare acido rosmarinico,
ha dimostrato essere un ingre-
diente innovativo con un alto
profilo di sicurezza ed efficacia
grazie al suo processo di pro-

duzione standardizzato, soste-
nibile e pulito. Lo studio in vitro
in un modello di cheratinociti
umani ha dimostrato le attivita
antinfiammatoria e protettiva
di perilla sulla barriera cutanea.
L’'innovativo fitocomplesso ha
anche evidenziato attivita idra-
tanti e lenitive in un modello 3D
di mucosa vaginale ricostruita,
oltre al miglioramento dell’inte-
grita della mucosa, aumentando
I'idratazione profonda e I'elasti-
cita totale nei test clinici.

Nel complesso, i nostri risultati
evidenziano che il fitocomples-
so di perilla potrebbe essere un
ingrediente eccellente in ambito
cosmetico, nelle preparazioni
per uso topico, come nella cura e
igiene intima, dove ha mostrato
una buona attivita nel preserva-
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re I'integrita della mucosa vagi-
nale, specialmente in condizioni
vulnerabili come la menopausa.
Inoltre, P. frutescens potrebbe
avere una potenziale applica-
zione come un agente topico
nei disturbi dermatologici che
coinvolgono una condizione in-
fiammatoria e compromettono
I'integrita della pelle.
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%itaramaﬁ

presenta Henné Color:

una gamma completa di colorazioni naturali a base di henné,
pianta tintoria conosciuta per le sue proprieta benefiche e
coloranti. Senza ossidanti, ammoniaca, acqua ossigenata:

composta da 6 linee di prodotti:

e Polvere Henné Color

riflessanti naturali, di erbe tintorie, disponibile in 7

colorazioni

e Polvere naturale NON colorante fortificante

Neutro

e Crema Colorante Henné Nuance
colorazione dolce pronta all’uso, per uso frequente,

disponibile in 12 colorazioni

e Hair Mascara per un ritocco rapido del colore;

disponibile in 7 colorazioni

e Shampo Henné mantenimento del colore
disponibile in 7 colorazioni oltre al neutro

e Balsamo Henné Ristrutturante

doppio utilizzo: aggiunto nella preparazione
fissa il colore e dopo la tinta rimuove
le particelle dalla radice dei capelli

lasciandoli morbidi e lucenti.

Via Michelucci, 9
50028 Barberino Tavarnelle (FI)

SENZA
ossidanti e
ammoniaca
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