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Il possibile ruolo nutraceutico
degli alchilgliceroli, squalene e cartilagine
di squalo in Oncologia

Riassunto

La capacita degli squali di resistere alle infezioni e la bassa incidenza dei tumori riscontrata in queste
specie marine suggerisce la presenza di specifici composti anti-tumorali estratti dai loro tessuti, quali
alchilgliceroli, estratti dal fegato, squalene, estratto dal mesenchima e dalla cute, e cartilagine, estratta
dallo scheletro. Gli alchilgliceroli, altamente concentrati nell olio di fegato di squalo, hanno un’azione
anti-tumorale, stimolano [’ematopoiesi e I'immuno-modulazione. Lo squalene ¢ anch’esso un agen-
te antitumorale, nonché antiossidante, detossificante, con azione emolliente, lenitiva, seborestitutiva
e protettiva della cute. La cartilagine, con azione anti-infiammatoria, é comunemente utilizzata nella
medicina tradizionale per il trattamento di artrite, osteoartrite, retinopatia diabetica e psoriasi.

Abstract

The possible nutraceutical role of alkylglycerols, squalene and shark cartilage in Oncology. The
capability of sharks to resist infections and the low incidence of tumours found in various species of
these fish (e.g., spiny dogfish shark, tiger shark etc.) suggests the presence of active compounds within
their tissues, possessing anticancer properties, such as alkylglycerols (from the shark liver), squalene
(from the shark mesenchyme and skin), and cartilage (from the shark skeleton). The alkylglycerols,
which are highly concentrated in shark liver oil, have several biological activities: stimulation of
haematopoiesis, immune-modulation and anti-tumour effects. Squalene is an anticancer, antioxidant,
detoxifier, skin hydrating, drug carrier and emollient agent. The cartilage has anti-inflammatory
properties, commonly used in folk medicine for the treatment of arthritis, osteoarthritis, diabetic
retinopathy and psoriasis.
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1. Introduzione

I condritti o condroitti (Chondrichthyes), noti anche come pesci cartilagi-
nei, rappresentano ad oggi una classe di oltre 1100 specie diverse tra cui gli
squali, le razze (inclusi nella sottoclasse degli Elasmobranchi) e le chimere
(sottoclasse degli Holocephali). La loro principale caratteristica ¢ un endo-
scheletro cartilagineo privo di osteoblasti, deputati alla produzione di matrice
ossea.

Bartfai et al. (2000) hanno esaminato gli effetti genotossici degli oli di tre
specie di squali mediterranei: due squali bentonici, il centroforo (Centropho-
rus granulosus) e il boccanera (Galeus melastomus), e una specie pelagica, la
verdesca (Prionace glauca), attraverso il test in vitro del micronucleo. Un test
di mutagenesi che determina simultaneamente 1’induzione di micronuclei da
parte di agenti clastogeni (quali la mitomicina C ¢ la bleomicina) che inducono
un incremento della frequenza dei micronuclei rispetto alla frequenza consi-
derata normale per la specie utilizzata e da parte di agenti aneuploidizzanti
(quali colchicina, dietilstilbestrolo, etoposide, griseofulvina) che aumentano il
numero delle cellule multinucleate (Bartfai et al., 2000). Il test del micronu-
cleo ¢ pertanto un indicatore del danno genomico nelle cellule: I’accumulo di
mutazioni genetiche causa instabilita genomica che puod portare allo sviluppo
del cancro. Le frequenze dei micronuclei, oltre alle frequenze di aberrazioni
cromosomiche come endpoints citogenetici, evidenziano il legame tra i cam-
biamenti cromosomici ¢ il rischio di cancro (Rosen & Woodhead, 1980; Mou-
netou ef al., 2001).

L’incubazione di cellule umane con olio di fegato di Centrophorus granu-
losus incrementa il tasso di produzione di cellule micronucleate/binucleate in
modo dose-dipendente. Risultati simili sono stati ottenuti con altri estratti di
olio di fegato di squalo con rischio genotossico e cancerogeno.

L’effetto antiproliferativo degli alchilgliceroli (AKGs) ¢ stato approfondito
in linee cellulari del carcinoma umano ovarico (OVP-10), carcinoma mammario
(MCF-7) e del cancro prostatico (DU-145, PC-3 ¢ PCa-2b) (Ladreyt, 1922).
Tali cellule sono state esposte a Ecomer® (American Nutraceuticals Corp.,
Florida, USA), un olio di fegato di squalo disponibile in commercio contenen-
te i1 20% di alchilgliceroli e il 3% di metossiderivati in una dose pari a 0,1 mg/
ml, a una concentrazione corrispondente a LD-50.

I risultati hanno mostrato un aumento in percentuale delle cellule apop-
totiche di carcinoma ovarico (24,9+12,2) e prostatico DU-145 (18,0+1,4),
mentre le cellule MCF-7 mostravano una predominanza di cellule necrotiche
(20,8+6,4) dopo I’esposizione a Ecomer®. Le cellule OVP-10 hanno mostrato
una minima sensibilita, le cellule MCF-7 una sensibilita moderata, mentre le
linee cellulari del cancro prostatico hanno mostrato un’elevata sensibilita a
Ecomer®. Gli effetti antiproliferativi di Ecomer® potrebbero essere sia cito-
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statici sia citotossici. Le cellule OVP-10 sviluppano infatti piccole colonie e
mostrano un’elevata percentuale di cellule apoptotiche, supportando I’ipotesi
citostatica e apoptotica allo stesso tempo. Le restanti linee cellulari mostrano
principalmente un effetto citotossico. E stato osservato un effetto di apoptosi/
necrosi indotto da Ecomer® nelle linee cellulari di cancro alla prostata e in
quelle di carcinoma mammario. Tuttavia non ¢ stato osservato alcun effetto per
le cellule di cancro ovarico. Tale effetto potrebbe essere causato dalla diversa
affinita di legame degli AKGs alla membrana cellulare delle diverse cellule
neoplastiche (Martin & Palumbi, 1993).

Diversi studi hanno mostrato che gli acidi grassi polinsaturi, definiti anche
acidi grassi polienoici, con piu di un doppio legame C-C all’interno della mo-
lecola e conformazione cis o trans a seconda della geometria conformazionale
della molecola, tra cui gli Omega-3 e gli Omega-6, svolgono un’azione an-
ti-tumorale, anti-infiammatoria e anti-proliferativa (Cantrill ez al., 1986; Girao
et al., 1986; Van der Merwe et al., 1987; Davidson et al., 1991; Giangregorio,
1992).

Gli integratori a base di acidi grassi Omega-3 inibiscono infatti la progres-
sione degli stadi di carcinogenesi, aumentando ’efficacia di vari farmaci anti-
tumorali, chemioterapici e radioterapici.

Gli Omega-6, invece, hanno un ruolo negativo in oncologia, in quanto han-
no sia effetti anti- che pro-inflammatori, stimolano la proliferazione di alcuni
tipi cellulari e aumentano 1’incidenza di alcuni tipi di cancro, in particolare
mammario (Larsson ef al., 2004).

La maggior parte dell’olio di fegato di squalo (shark liver oil, SLO) contie-
ne una serie di classi di lipidi che includono AKGs, triacilgliceroli, squalene e
acidi grassi principalmente acidi grassi polinsaturi Omega-3, ma anche acidi
grassi saturi, monoinsaturi e polinsaturi Omega-6, la cui composizione dipen-
de da una serie di fattori quali la specie di squalo, le relative dimensioni, il ses-
so, il tipo di alimentazione, la capacita di nuoto, il livello riproduttivo, nonché
le condizioni climatiche (Solomon et al., 1997; Wetherbee & Nichols, 2000;
Navarrro-Garcia et al., 2000).

Gli effetti antiproliferativi dello SLO di diverse specie di squali dell’Oceano
Indiano (Carcharhinus obscurus, Carcharhinus brevipinna, Carcharias tau-
rus, Carcharodon carcharias) sono stati esaminati in vitro su fibroblasti murini
NIH3T3, fibroblasti diploidi di polmone umano derivati da feto (MRCS), cel-
lule di adenocarcinoma del colon umano (Caco2), di mieloma murino (P3X63.
Ag8.653), nonché linee cellulari normali utilizzate come controllo (Davidson
et al., 2007). I risultati non sono stati significativi, considerato che diverse
concentrazioni di SLO (0, 40, 80, 120, 160 e 200 mg di olio/litro di terreno di
coltura) non hanno arrestato la crescita della maggior parte delle linee cellulari
tumorali né delle linee cellulari normali. Sono tuttavia necessari ulteriori studi
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per confermare quest’ipotesi, considerato il profilo lipidico altamente com-
plesso dell’olio di squalo.

Lo scopo di questa rassegna ¢ quello di descrivere gli studi sperimentali (in
vitro e in vivo) e clinici, pubblicati tra il 1962 ed il 2014, sull’utilizzo di AKGs
e dei loro derivati per il trattamento del cancro.

La ricerca bibliografica ¢ stata condotta su Pubmed/Medline, Embase Web
of Science e Scopus, digitando le seguenti parole chiave “AKGs”, “cancro”,
“squalene”, “cartilagine di squalo”, “anticorpi anti-squalene”, “cancro al
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seno”, “HCC carcinoma”, “chemioterapia”, “radioterapia”.
CH2-0-R
CH-OH

I
CH2-OH

Fig. 1 — Struttura chimica degli AKGs. Gli AKGs sono lipidi glicerolo-etere, composti da una
catena di glicerolo attaccata con un legame etere a un gruppo alchilico. I principali AKGs sono:
chimile (esadecile), batile (ottadecile) e selachile (ottadecenile) alcool (Hallgren, 1962). Gli
AKGs si trovano, anche se in piccole quantita, nelle cellule degli organi emopoietici (es. midollo
osseo, milza, fegato), nei tessuti linfatici e nel sangue, nonché nel colostro bovino e nel latte
materno e, in elevate quantita, nell olio di fegato dello squalo della Groenlandia, del pescecane
grigio e del pesce ratto (Sasaki et al., 1998). Uno studio sperimentale ha mostrato che il latte
umano contiene AKGs in quantita 10 volte superiore al latte di mucca (Hallgren et al., 1974).

2. Effetti antitumorali degli AKGs

11 primo studio sugli effetti anti-tumorali degli AKGs ¢ stato effettuato da
Pedrono et al., (2004), i quali hanno innestato, per via intramuscolare, un mo-
dello di carcinoma polmonare di Lewis (3LL), in 10 topi C57B176, suddivisi in
due gruppi e trattati rispettivamente per via orale, con olio di oliva (controllo) e
con AKGs (100 mg/die per topo per 10 gg). Alla fine del trattamento, sono stati
identificati 3 tipi di AKGs (18:1, 14:0 e 16:1, con un evidente assenza di 16:0),
dimostrando quindi I’efficacia del trattamento nel ridurre significativamente la
crescita del cancro e il numero delle metastasi polmonari. Il possibile meccani-
smo d’azione di tale effetto potrebbe essere la riduzione della neovascolarizza-
zione del tumore, nonché un’attivita anti-neoangiogenetica, con conseguente
riduzione degli stimolatori di angiogenesi, del fattore di crescita dei fibroblasti
(FGF), nella proliferazione delle cellule endoteliali (Skopinska-Rozewska et
al., 1999; Presta et al., 2005).
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Ipotesi confermata anche da un ulteriore studio sperimentale, in cui sono
stati sintetizzati 6 costituenti naturali degli AKGs (AKG 12:0=1-O-Dode-
cil-sn-glicerolo, AKG 14:0=1-0O-Tetradecil-sn-glicerolo, AKG 16:0=1-0O-Esa-
decil- sn-glicerolo, AKG 18:0=1-0-Ottadecil-sn-glicerolo, AKG 16:1=1-O-(Z)-
90- Esadecenil-sn-glicerolo, AKG 18:1=1-0-(Z)-90-Ottadecenil-sn-glicerolo)
e successivamente comparati con i risultati descritti nello studio precedente
(Deniau ef al., 2011). E stata evidenziata un’efficacia dei composti AKG 16:1
e 18:1 sulla riduzione della crescita del cancro e del numero di metastasi pol-
monari, al contrario del composto AKG 18:0 che non ha mostrato alcun effetto
anti-tumorale. Per comprendere al meglio i vari meccanismi d’azione coinvolti
nell’arresto della crescita tumorale, lagher et al. (2013) hanno somministrato
a 27 ratti bianchi di ceppo Wistar, suddivisi in 3 gruppi (9 ratti/cadauno), SLO
(1 g/kg peso corporeo), olio di pesce (FO) (1 g/kg peso corporeo), SLO + FO
(1g/kg peso corporeo), rispettivamente per 8 settimane. Dopo tale trattamento,
cellule tumorali Walker (3x107) sono state inoculate per via sottocutanea nei
suddetti ratti, alimentati con gli stessi composti per altre due settimane. I saggi
biochimici e molecolari (glucosio sierico, test del lattato e del triacilglicerolo,
HPLC, annessina V-FITC) hanno mostrato che solo I’integrazione di SLO ri-
duceva la crescita tumorale (40%), un effetto correlato all’aumento della pe-
rossidazione lipidica, dell’apoptosi, e della riduzione della capacita prolifera-
tiva delle cellule cancerogene (35%). E ipotizzabile quindi che 1’esposizione
prolungata allo SLO aumenti la produzione di nitrito da parte dei macrofagi
peritoneali; quest’ultima determina la produzione di monossido di azoto (NO),
che potrebbe contribuire alla riduzione della crescita tumorale dei ratti trattati
con SLO. Non ¢ stata osservata una significativa variazione (p>0,05) dei valori
di glicemia, triacilglicerolemia, acido lattico e glicogeno epatico nei gruppi
non affetti dal cancro, al contrario dei ratti affetti da tumore che hanno mostra-
to una riduzione di tali valori che caratterizzano lo stato di cachessia neopla-
stica (anoressia, astenia, infiammazione cronica, anemia, perdita di peso, alte-
razione del metabolismo proteico, lipidico e glucidico). Gli effetti riscontrati
nei topi nutriti con FO-SLO e in quelli nutriti solo con FO erano molto simili,
probabilmente dovuto a una competizione nella membrana cellulare tra acidi
grassi polinsaturi Omega-3 (PUFA n-3) e AKGs.

Gli indicatori metabolici in grado di ridurre la crescita tumorale sono stati
approfonditi in uno studio sperimentale in cui ¢ stato somministrato olio di
cocco, principalmente composto da acidi grassi saturi, o FO (1 g/kg di peso
corporeo/die), a ratti Wistar prima dell’inoculazione sottocutanea di cellule
tumorali Walker 256 (2x107) (Tisdale, 1999). Nel gruppo trattato con FO, la
crescita tumorale ¢ diminuita del 60% con conseguente riduzione a livelli
normali del lattato sierico, glucosio sierico e glicogeno epatico. Anche in
questo caso, la riduzione della crescita tumorale potrebbe essere dovuta ad
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un’alterazione nella perossidazione lipidica e/o alla produzione di eicosanoi-
di (prostaglandine).

Possiamo dunque dedurre che la somministrazione di FO potrebbe ridurre
la cachessia alterando la produzione di mediatori dell’infiammazione che ne
causano la patologia (Tisdale, 1999), nonché i livelli di acido arichidonico nei
fosfolipidi di membrana (Caldere et al., 1998), con conseguente riduzione del-
la produzione di prostaglandine E2 (PGE2) e relativi eicosanoidi (Connolly et
al., 1997; Tapiero et al., 2002).

Saranno tuttavia necessari ulteriori studi per analizzare gli effetti anti-tumo-
rali ed anti-cachessia degli integratori a base di olio di pesce.

3. Effetti antitumorali degli AKGs, mediati dalla risposta immunitaria

Un primo studio in vivoNvitro sul ruolo degli AKGs e delle cellule non
aderenti B e T nell’attivazione dei macrofagi per ingestione ¢ stato effettuato
da Yamamoto et al. (1988). La somministrazione, per via intraperitoneale, di
AKGs (10-100 ng), quali dodecilglicerolo (DDG) e sn-3-ottadecilglicerolo
(alcol batile o BTA), ai topi BALB/c stimola ’attivazione dei macrofagi per
attivita di ingestione Fc-mediata al 5° dopo il trattamento. Bassi dosaggi di
DDG (5ng/topo) e BTA hanno mostrato la maggiore efficacia nell’attivazione
dei macrofagi (Yamamoto et al., 1987). Non sono stati osservati effetti colla-
terali negli animali alimentati con diverse dosi di DDG ¢ BTA (Weber, 1985;
Mangold, 1972).

Nello studio in vitro, inoltre cellule peritoneali coltivate in vitro con bas-
se concentrazioni (50 ng/ml) di DDG, hanno attivato i macrofagi in 2-3 ore,
suggerendo che un trattamento dei linfociti B con DDG aumenti la capacita di
ingestione dei macrofagi (Yamamoto et al., 1988).

Globuli rossi di pecora [(SRBCs) 1x10%] sono stati iniettati per via sotto-
cutanea in 35 topi BALB/c, suddivisi in 6 gruppi: 5 dei quali alimentati, per
via intraperitoneale, con concentrazioni progressive (50, 10, 5, 2,5 ¢ 0,1 mg/
kg/die) di SLO per 5 giorni, ed il gruppo di controllo trattato con soluzione
fisiologica (Tyrode) e olio di girasole nello stesso volume e allo stesso tem-
po dei gruppi SLO (Yamamoto et al., 1987). Sono stati rilevati significativi
cambiamenti nella risposta immunitaria e nella crescita tumorale dei gruppi
trattati con SLO, con conseguente aumento dei linfociti T-CDS e riduzione dei
linfociti T-CD4.

11 possibile beneficio di elevati dosi di prodotti contenenti olio di pesce per
la profilassi e il trattamento delle malattie in pazienti immuno-depressi richie-
de tuttavia ulteriori indagini.
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4. Effetto protettivo degli AKGs in pazienti sottoposti a radioterapia

Gli AKGs, localizzati nella mucosa intestinale e nei principali organi dei
ratti (fegato, reni, polmoni), sono classificati dal punto di vista strutturale an-
che come 1-alchil-2-acil-fosfolipidi: 1-O-alchil-2-acil-sn-glicero-3-fosfoeta-
nolamina e 1-O-esadecil-2-acetil-sn-glicero-3-fosfocolina (Mangold, 1972;
Weber, 1985).

Quest’ultimo ¢ un precursore per la biosintesi del fattore attivante le pia-
strine (PAF, Platelet-Activating Factor), un mediatore coinvolto nella pato-
fisiologia umana (es. shock settico, asma e allergia) e in attivita biologiche
(funzioni neuronali, circolazione, infiammazione, riproduzione e sviluppo
fetale) (Braquet et al., 1987; Venable et al., 1993; Hajimoradi et al., 2009).

11 PAF, derivato dal plasmalogeno (un fosfolipide etere con la colina come
testa polare) lega in posizione C-1 del glicerolo una lunga catena idrocarbu-
rica mediante un legame etere.

Si forma un composto intermedio, il precursore del PAF, il Liso-PAF,
utilizzato come substrato da un’acetiltransferasi che trasferisce un gruppo
acetilico in posizione 2 formando il PAF, presente nel plasma dei conigli
sottoposti a shock anafilattico (Ito et al., 1984), nei ratti (Caramelo et al.,
1984; Croft et al., 1986) e nel sangue umano (Caramelo et al., 1984; Grandel
et al., 1985). Oltre ad attivare le piastrine, il PAF ¢ un potente agonista per
I’attivazione dei leucociti polimorfonucleati (O’Flaherty ef al., 1981) e dei
monociti (Yasaka et al., 1982). 1

PAF stimola la secrezione di vasocostrittori (serotonina) (Kenzora et al.,
1984) e la glicogenolisi (Buxton et al., 1986). Il PAF ¢ sintetizzato da di-
verse cellule (piastrine, cellule endoteliali, neutrofili, monociti ¢ macrofagi)
secondo due percorsi diversi: de novo percorso ¢ il rimodellamento: questo
ultimo ¢ il percorso pit comune in varie risposte inflammatorie ed allergi-
che: la fosfolipasi A2 (PLA2) specifica per I’acido arachidonico, idrolizza
I’arachidonato dal 1-O-alchil-2-arachidonoil-sn-glicero-3-fosfocolina, pro-
ducendo Liso-PAF e acido arachidonico libero. Liso-PAF ¢ acetilato dall’A-
cetil Coenzima A (acetiltransferasi) per produrre PAF. Nel percorso de novo,
1-O-alchil-sn-glicero-3-fosfato ¢ acetilato dal 1-O-alchil-sn-glicero-3 fosfato
(acetiltransferasi).

Successivamente 1’ 1-O-Alchil-2-acetil-sn-glicero-3-fosfoidrolasi, produ-
ce 1-O-alchil-2-acetil-sn-glicerolo che viene convertito in PAF dalla didio-
treitolo-colina fosfotransferasi (Fig. 2).
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Fig. 2 — Biosintesi di PAF (Platelet-Activating Factor).

La degradazione del PAF, invece, avviene attraverso 1’idrolisi del residuo
acetilico in posizione sn-2 (Venable et al., 1993). Reazione catalizzata da una
specifica fosfolipasi, PAF-acetilidrolasi (PAF-AH). Questo enzima, associato
alle lipoproteine a bassa densita (LDL), conosciuto anche come LDL-PLA,
propaga I’inflammazione attraverso la liberazione di prodotti pro-infiammatori
agendo sui fosfolipidi di membrana ed ¢ pertanto del tutto plausibile che esso
possa svolgere un ruolo nella genesi e nella progressione dell’aterosclerosi
(Stafforini et al., 1987; Heery et al., 1995; Tselepis et al., 2001).

In uno studio cross-sectional (od osservazionale trasversale), ¢ stata analiz-
zata la correlazione tra I’attivita della PAF-AH plasmatica e i differenti mar-
catori dell’infiammazione (es. reattanti della fase acuta o citochine pro-infiam-
matorie) in 496 pazienti con malattia arteriosa-coronarica [276 pazienti affetti
da angina pectoris ¢ 220 pazienti affetti da Sindrome Coronarica Acuta (SCA)]
e 477 pazienti sani come controllo (Blankenberg et al., 2003). I risultati hanno
evidenziato un incremento graduale (p<0,0001) della PAF-AH sia nei pazienti
affetti da angina pectoris sia in quelli SCA rispetto ai controlli sani. I pazien-
ti con patologia arteriosa-coronarica, in generale, manifestano bassi valori di
HDL, LDL e colesterolo totale, nonché di apolipoproteina A1 (Apo Al), trigli-
ceridi, ed elevati livelli di marcatori dell’inflammazione, inclusa la proteina C
reattiva (PCR), interleuchina-6 (IL-6), e fibrinogeno. I pazienti con tale patolo-
gia e conseguente ipertensione esibiscono anche bassi livelli di PAF-AH, un ri-
sultato ad oggi inspiegabile, probabilmente dovuto al tipo di trattamento (quali
’utilizzo di antipertensivi: ACE- inibitori) o alla riduzione del livello LDL.

La PAF-AH puo essere associata a diverse sottoclassi di LDL; tuttavia, ¢
presente in valori normali nelle lipoproteine HDL, ma ¢ molto abbondante nel-
le LDL, condizione che potrebbe essere determinante per I’ipercolesterolemia



11 possibile ruolo nutraceutico degli alchilgliceroli, squalene... 283

(Heery et al., 1995; Tsimihodimos et al., 2002; Blankenberg et al., 2003). L’as-
sociazione PAF-AH e HDL, invece, ¢ dovuta ad una glicosilazione che esclude
un’alterazione dell’attivita enzimatica dipendente dalla secrezione cellulare o
resistenza dell’enzima alla proteasi (Tselepis et al., 2001).

Ad oggi, diversi studi sia sperimentali che clinici (Caslake et al., 2000;
Packard et al., 2000; Blake ef al., 2001) confermano che la PAF-AH ¢ un mar-
catore di rischio o promuove direttamente 1’aterosclerosi; non sono documen-
tate invece evidenze scientifiche sul ruolo della PAF-AH associata alle HDL.

E stato ipotizzato che ’azione dell’enzima paraoxonasi (PON1) contro la
perossidazione lipidica sia coadiuvata dalla PAF-AH che insieme alla PON1
agiscono a livello dei fosfolipidi ossidati idrolizzando 1’acido grasso perossi-
dato in posizione C2. Nello specifico, la PONI idrolizza acidi grassi perossi-
dati a catena lunga, mentre la PAF-AH sarebbe responsabile dell’idrolisi di
acidi grassi a catena corta, svolgendo cosi un’azione protettiva contro 1’atero-
sclerosi.

Ulteriori trial hanno riportato effetti benefici nel trattamento del cancro,
come I’azione degli AKGs sugli effetti collaterali della radioterapia, quali leu-
copenia e trombocitopenia (Brohult, 1963; Brohult et al., 1978; Brohult et al.,
1986).

Hichami et al. (1997) hanno analizzato gli effetti degli AKGs incorporati
nei monociti umani THP-1, derivati da leucemia umana acuta, e la loro in-
fluenza sulla sintesi della PAF. Tali cellule (5x10° cellule/ml) sono state in-
cubate rispettivamente per 48 h con diverse concentrazioni molari di AKGs
contenenti catene idrocarburiche C18:1 (10 uM, 24,82 mCi/mmol per 48 h
e 10 uM, 92,13 mCi/mmol per 24 h); stimolate con lo ionoforo del calcio
(calcimicina) A23187 (5 Mm, 10 min) e trattate con metanolo C18:0 [14C]
PAF (10 000 dpm, 55 mCi/mmol), con conseguente aggiunta di 50 ug di PAF
come standard interno e carrier per bloccare la stimolazione. Dopo 24 h di
incubazione e incorporazione nei fosfolipidi, le cellule THP-1 hanno prodotto
1,85+0,54 pmol [3H]PAF/2x10° cellule in condizioni di riposo ¢ dopo 10 min
dalla stimolazione con lo ionoforo del calcio, si osserva un aumento significati-
vo (p <0,001) del livello di PAF. I risultati hanno evidenziato, dunque, dopo 48
h una riduzione (32%) del livello di 1-O-alchil-2-acil-sn-glicero-3-fosfocoli-
na e un aumento (15%) del 1-O-alchil-2-acil-sn-glicero-3-fosfoetanolammina
associato alla radioterapia, con incremento del PAF C18:1 che rappresenta il
9,07% del PAF totale, e riduzione del PAF C16:0 all’88,3%. E ipotizzabile una
conversione del 1-O-alchil-2-acil-sn-glicero-3-fosfocolina in 1-O-alchil-2-a-
cil-sn-glicero-3-fosfoetanolammina, confermando che gli AKGs aumentano
la biosintesi del PAF prodotto dalle cellule THP-1 sia in condizioni di riposo
che in condizioni di stimolazione. Un ulteriore studio in vitro/vivo sugli effetti
anti-tumorali degli AKGs in caso di radioterapia ¢ stato approfondito da Erd-
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lenbruch et al. (1998) i quali hanno iniettato agenti antineoplastici: 4 mg/kg
di cisplatino (CDDP), 5 mg/kg di metotrexato (MTX) e di antibiotici (10 mg/
kg odi vancomicina e 3 mg/kg di gentamicina) nella carotide interna destra
di 138 ratti Wistar maschi con tumore cerebrale, in assenza e in presenza
di 1-O-pentilglicerolo (0,3 M). I ratti normali, hanno mostrato, in assenza
di AKGs, una bassa concentrazione di ciascun farmaco nel tessuto cerebra-
le, senza differenze regionali tra emisfero destro, sinistro e cervelletto, e un
aumento della concentrazione tissutale nell’emisfero ipsilaterale: 230 volte
(MTX), 125 volte (CDDP), 15 volte (vancomicina) e 12 volte (gentamicina),
rispettivamente dopo somministrazione di AKGs. Nelle cellule C6, deriva-
te dal glioma dei ratti, I’1-O-pentilglicerolo aumenta la concentrazione di
MTX (p<0,05): 18 volte nel tumore e nella parte controlaterale del cervello,
28 volte nel cervello circostante, e 19 volte nel cervelletto, comparate con
i controlli MTX in assenza di AKGs (Erdlenbruch et al., 2000). Gli esami
ematologici e sierologici effettuati nei ratti (misurazione del valore di sodio,
potassio, calcio, glucosio, proteine totali, aminotransferasi, lattato deidroge-
nasi, bilirubina e creatinina) hanno confermato I’assenza di effetti collaterali
degli analoghi del monoglicerolo fino a 0,3 M, suggerendo dunque la sommi-
nistrazione intracarotidea di AKGs come innovativo e promettente approccio
per incrementare la permeabilita cerebro-vascolare nei tessuti tumorali che
in quelli normali.

5. Diverso assorbimento degli AKGs nelle cellule tumorali

Un incremento di AKGs ed una differente composizione di glicosfingolipi-
di costituiscono ad oggi uno dei principali fattori determinanti la composizione
lipidica delle cellule cancerogene (Snyder ef al., 1971; Steele et al., 1973).

La questione, rimasta ancora inspiegabile, ¢ quanto differisce tale com-
posizione nelle cellule non cancerogene, le cellule sane (Snyder, 1972). Lin
et al. (1978) hanno comparato la concentrazione degli AKGs nelle linee cel-
lulari HCC con la corrispondente composizione di cellule non cancerogene
derivate da tessuti epatici, analizzando, mediante autopsia ed epatectomia
parziale, 30 tessuti provenienti da 18 soggetti (9 casi di angioma epatico e 9
casi di epatocarcinoma). Gli esami istologici hanno mostrato una maggiore
concentrazione di AKGs nei casi di epatocarcinoma rispetto ai tessuti sani,
con un rapporto tra esadecil glicerolo (16:0), ottadecil glicerolo (18:0), e
ottadecenil glicerolo (18:1) di 1:2:2 nel primo gruppo e di 2:1:1 nel gruppo
HCC. L’elevata concentrazione degli AKGs potrebbe essere dovuta a una
riduzione dell’attivita di a-glicerolo fosfato deidrogenasi (NAD) nelle linee
cellulari HCC (Snyder et al., 1969; Soodsma et al., 1970; Howard et al.,
1972), anche se questo non spiegherebbe la variazione della composizione
lipidica osservata.
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6. Effetti citotossici e citostatici degli AKGs

La citotossicita e la citostaticita degli AKGs ¢ stata analizzata in vitro in
linee cellulari OVP-10, MCF-7, DU-145, PC3 e Pca-2b [terreno di coltura
Minimal Essential Medium (MEM), integrato con il 7% di siero fetale bovino
(FCS) e antibiotici] (Krotkiewski ef al., 2003). Dopo 24 h le cellule sono state
esposte all’Ecomer® (Natumin Pharma AB, Sandefjord, Norway): un olio di
fegato di squalo (SLO) con una concentrazione standardizzata (20%) di AKGs
e metossi-derivati (3%) per ulteriori 24 h e successivamente idrolizzate con
tripsina per ottenere una sospensione cellulare, e sottoposte a citometria (FACS
VANTAGE Device, Becton-Dickinson, USA). I risultati hanno evidenziato una
riduzione del numero di colonie in tutte le cellule prostatiche con il minore do-
saggio di Ecomer® (0,5 e 0,1 mg). Per quanto riguarda la sensibilita all’attivita
citotossica, questa ¢ stata minima nelle cellule OVP-10, moderata nelle cellule
MCEF-7, ed elevata in tutte le linee cellulari di carcinoma prostatico. Tuttavia,
le cellule OVP-10 trattate con Ecomer® hanno mostrato effetti citostatici e
apoptotici con formazione di colonie ed elevata percentuale di cellule apopto-
tiche; a differenza delle altre linee cellulari che hanno mostrato un effetto cito-
tossico, con conseguente morte cellulare di tipo necrotico nelle cellule MCF-7
e morte cellulare di tipo apoptotico nelle cellule prostatiche DU-145.

I1 primo studio sperimentale sulla tossicita degli AKGs presenti nell’olio di
fegato di squalo (11,9% esteri etilici di acidi grassi, 53,6% glicerolo alcossi non
esterificato, 18,8% glicerolo alcossi monoesterificato, 6,7% triacilgliceroli, e
9,0% acidi grassi liberi) ¢ stato invece eseguito da Anadon et al. (2010): 40 ratti
(20 maschi e 20 femmine) sono stati divisi in 2 gruppi (20 ratti/cadauno): trattati
con acqua distillata per via orale (controllo), con 100 mg/kg peso corporeo/die di
AKG per via orale, rispettivamente per 28 giorni. | ratti del secondo gruppo sono
stati tenuti in osservazione per altri 14 giorni per eventuali reazioni tossiche. In
ciascun gruppo non ¢ stata osservata nessuna variazione comportamentale cor-
relata al trattamento, né cambiamenti nel peso degli organi, né manifestazioni
cliniche macroscopiche, e variazioni nei parametri clinici ed ematologici.

Sono tuttavia necessari ulteriori studi sulla sicurezza degli AKGs in modelli
sperimentali in vivo (tra cui i ratti) al fine di definire il dosaggio di AKG rac-
comandabile nell’'uomo.

7. Squalene

Lo squalene [2,6,10,15,19,23-esametil-2,6,10,14,18,20-tetracosesaene
(SQ)] € un idrocarburo triterpenico a 30 atomi di carbonio contenente 6 unita
di isoprene (C, H, ), strutturalmente simile al B-carotene. Particolarmente ab-
bondante nell’olio di fegato di squalo, da cui prende il nome, ¢ presente anche
nell’olio d’oliva, olio di palma, olio di germe di grano, olio di crusca di riso
(Kelly, 1999).
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Lo squalene, e gli acidi grassi in generale presentano diversi benefici farma-
cologici (Bordier et al., 1996), tra cui azione chemioprotettiva contro le specie
reattive dell’ossigeno (ROS), proprieta anti-infiammatorie, antibatteriche, an-
tifungine, e attivita anti-tumorali (Iannitti & Palmieri, 2010).

Lo squalene ha anche un effetto adiuvante, ottenuto con un’emulsione
MF59, costituita da squalene e agenti surfactanti, sviluppata da Chiron (Ott
et al., 2000) e nota per accelerare significativamente la risposta immunitaria a
vari tipi di antigeni virali. Secondo uno studio, I’adiuvante MF59 contenente
squalene, non induce la produzione di anticorpi anti-squalene (ASA) e molti
adulti, hanno anticorpi circolanti contro lo squalene, indipendentemente dalla
loro precedente storia di vaccinazione (Podda & Del Giudice, 2003).

Attualmente alcuni vaccini sono tuttavia privati dello squalene, in quanto
ritenuto un composto “fortemente sospetto” di avere provocato la “Sindrome
del Golfo”. I soldati della Guerra del Golfo Persico (1990-1991), che hanno
contratto la sindrome che porta questo nome, ricevettero infatti dei vaccini
all’antrace che contenevano SQ, un componente non approvato dai vaccini
sperimentali all’antrace e da allora collegato alle patologie croniche e autoim-
muni di cui soffrono molti veterani della Guerra del Golfo.

Precedenti studi istituzionali condotti sui veterani della stessa guerra hanno
confermato uno stretto legame tra il servizio prestato in guerra e I’insorgenza
della sindrome (Hom et al., 1997; Unwin et al., 1999; Kang, 2002; Wolfe et
al., 2002; Dyer, 2004).

La sindrome della Guerra del Golfo, le cui origini sono sconosciute, ha col-
pito approssimativamente 100.000 dei 700.000 veterani americani e britannici
schierati nella Guerra del Golfo, sottoposti a un vasto programma di vacci-
nazione, tenuto segreto dalle forze armate americane in quanto sperimentale.
Una patologia caratterizzata da sintomi non specifici e variabili, che includono
stanchezza, disturbi emotivi, dolori muscolari e articolari, cefalea, perdita di
memoria, stress post-traumatico, febbre ricorrente, allergia (Haley et al., 1997;
Fukuda et al., 1998). Tutti i militari con questa patologia hanno mostrato un
elevato livello di anticorpi anti-squalene nel sangue, utilizzati successivamente
come marker per le persone iniettate con questo adiuvante.

Asa et al. (2000) hanno approfondito il possibile ruolo degli anticorpi an-
ti-squalene nella Sindrome della Guerra del Golfo, reclutando 152 pazienti
affetti dalla patologia che lavoravano nelle forze armate statunitensi o britan-
niche (48 donatori sani, 40 pazienti affetti da lupus eritematoso sistemico, 34
donne con protesi mammarie al silicone, 30 pazienti affetti da sindrome da
stanchezza cronica). Questi pazienti presentavano sintomi neurologici e artrite
(94%), fibromialgia (94%), linfoadenopatia (94%), esantema (94%), stanchez-
za cronica (86%), affaticamento (81%), emicrania cronica (78%) e amnesia
(72%). 1 campioni di siero sono stati trattati con il saggio ASA, che misura il
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legame dell’immunoglobulina sierica (IgG) allo squalene immobilizzato alla
nitrocellulosa. I risultati hanno mostrato che i pazienti avevano risposte ASA
nel range di intensita 1-4. 11 95% dei pazienti sintomatici ¢ risultato positivo al
test per la ricerca degli ASA nel siero.

Gli autori hanno esaminato 2 volontari per un vaccino che include lo squa-
lene come adiuvante e hanno osservato che anche i due pazienti sviluppavano
una simile malattia multisistemica. In particolare, uno dei due pazienti dopo
una singola iniezione si ¢ ammalato nel giro di qualche settimana, e ha mostra-
to artrite, fibromialgia, linfadenopatia, rash, stanchezza, cefalea ed ¢ risultato
positivo al test ASA. L’altro paziente ha mostrato segni simili e positivita agli
ASA (3+).

Questi dati hanno confermato che la reattivita agli ASA costituisce un mar-
catore della patologia. Il ruolo patogenetico degli ASA ¢ ancora poco chiaro. Il
sospetto legame con questa sindrome ¢ ipotizzabile, considerato che lo squale-
ne, iniettato in modelli sperimentali, provoca inflammazioni e malattie autoim-
muni quali lupus, sclerosi multipla, artrite (Whitehouse et al., 1974; Beck et
al., 1976; Kohashi et al., 1977; Garrett et al., 1985; Yoshino & Yoshino, 1994;
Lorentzen et al., 1999), aumentando i livelli di interleuchina-5 (IL- 5), IL-6, e
interferone-y (Valensi et al., 1994).

Phillips et al. (2009) hanno escluso qualsiasi legame statistico significati-
vo tra la presenza di ASA e i sintomi cronici riportati dal personale Seabees
(genieri della United States Navy), militari impegnati nella costruzione e ma-
nutenzione di opere infrastrutturali della Marina in tempo di pace e di guerra
e che rappresentano la maggior parte dei veterani sintomatici della Guerra del
Golfo.

Statisticamente, non c’¢ alcuna significativa associazione (p=0,465) tra lo
squalene e la patologia multi-sintomatica.

Lo squalene (circa il 60%) ¢ introdotto attraverso I’olio di oliva e assorbito
naturalmente dall’organismo (Strandberg et al., 1990). Viene sintetizzato come
precursore del colesterolo, mielina, ormoni negli epatociti e viene trasformato
in colesterolo a livello del reticolo endoplasmatico (Stamellos ef al., 1993).

Il problema insorge quando lo squalene viene iniettato direttamente nel
corpo, come avviene nel caso di vaccinazione, in questo caso il sistema im-
munitario non lo riconosce piul come composto naturale e tende a rimuoverlo.
Sono necessari dunque ulteriori studi per chiarire il ruolo degli anticorpi an-
ti-squalene.

L’azione antiproliferativa e antiossidante dello squalene ¢ stata evidenziata
mediante uno studio in vitro su linee cellulari umane di carcinoma mamma-
rio MCF7 (altamente invasive, positivita al recettore degli estrogeni e proge-
sterone) e MDA-MB 231 (minimamente invasive, negativita al recettore de-
gli estrogeni e progesterone) e in linee cellulari epiteliali mammarie normali
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MCF10A (Warleta et al., 2010). Queste linee cellulari sono state trattate con
diverse dosi di SQ (0, 3, 6, 12, 25, 50, 100, 200, 400 uM) per 24 h. I saggi per
la misura del potere antiossidante (DPPH, ABTS e ORAC) non hanno mostrato
nessuna attivita antiradicalica dello squalene senza nessun effetto determinante
sul turnover cellulare di MCF10A, MCF7 e MDA-MB-231, fatta eccezione
per un leggero ma non significativo aumento della proliferazione delle cellu-
le MDA-MB-231. L’incubazione di queste cellule per 24 h con SQ, dunque,
non ha alterato i parametri del ciclo cellulare, né ha indotto apoptosi cellula-
re, confermando un’azione antiossidante dello squalene soltanto sulle cellule
epiteliali mammarie. La sua sensibilita antiossidante pud essere dovuta a un
aumento della concentrazione di glutatione (GSH) nelle cellule normali ma
non in quelle di carcinoma mammarico (Das et al., 2008), oppure a variazioni
nell’assorbimento e nell’accumulo cellulare di SQ (Das et al., 2008), o a una
variazione nella regolazione della proliferazione nelle cellule normali (Klau-
nig et al., 2004). E ipotizzabile che lo squalene riduca lo stress ossidativo nelle
cellule epiteliali mammarie riducendo i livelli di ROS e proteggendo il DNA
dal danno ossidativo. Potrebbe pertanto essere utile nella prevenzione del can-
cro al seno umano. Lo squalene potenzia I’attivita citotossica e antitumorale
di agenti anti-cancro, quali I’adriamicina (ADM), il 5-fluorouracile (5-FU), la
bleomicina (BLM) e il cis-diclorodiamminoplatino (¢cDDP). Le combinazioni
di questi agenti antitumorali e squalene mostrano effetti antitumorali sinergici
anche nelle cellule tumorali del sarcoma 180 (S180) (Nakagawa et al., 1985).

8. Cartilagine di squalo

La cartilagine di squalo (SC) € un composto con azione anti-inflammatoria
utilizzato nella medicina tradizionale principalmente per il trattamento dell’ar-
trite, osteoartrite (Solly et al., 2008; Pearson et al., 2007), retinopatia diabetica
e psoriasi (Dupont et al., 1998).

In un trial clinico 49 pazienti psoriasici, trattati con un’elevata dose (240-
mL/die) di cartilagine di squalo, hanno mostrato una riduzione delle placche
psoriasiche con effetti dose-dipendenti e una riduzione (26%) dell’indice PASI
(Psoriasis Area Severity Index) (Goldman, 1998).

La cartilagine di squalo strutturalmente comprende proteine (quali la tro-
ponina-I), tetranectina, collagenasi, inibitori derivati dalla cartilagine (CDI),
inibitori tissutali delle metalloproteinasi (TIMP), glicoproteine (sinastatina-1 e
2, galattosamina, glucosamina) e glicosaminoglicani (condroitin solfato, con-
droitin solfato-6, keratan solfato). Una volta estratta, viene essiccata, polve-
rizzata e puo essere miscelata con acqua o succo di frutta e successivamente
somministrata per via orale o per via rettale. Alcune compagnie produttrici, per
ridurre i costi, uniscono il supplemento con cartilagine bovina, nota anch’essa
per la sua azione antitumorale (Seno et al., 1975).
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Brem & Folkman (1975), due pionieri nel campo dell’angiogenesi, hanno
dimostrato che la cartilagine contiene una sostanza che, diffusa nella cornea,
con precedente innesto di cellule tumorali, previene la formazione di vasi san-
guigni. Un frammento di cartilagine e una piccola massa di carcinoma V2, I’'un
I”altro attigui in una cornea, sono stati impiantati in 53 ratti Wistar con dolore e
inflammazione indotto da iniezione intramuscolare e sottocutanea di acido ace-
tico e formalina. I risultati hanno evidenziato una debole attivita anti-infiam-
matoria e una significativa attivita analgesica, ipotizzando che la formazione
di vasi sanguigni, che il tessuto tumorale avrebbe promosso, ¢ stata impedito
dalla presenza dell’innesto di cartilagine.

In vitro la cartilagine di squalo protegge le cellule pre-trattate con perossido
d’idrogeno e agenti cancerogeni (quali sodio azide e 2-amminofluorene) dallo
stress ossidativo e dalla mutagenesi (Gomes et al., 1996).

La cartilagine inibisce inoltre la migrazione cellulare, produce una riduzio-
ne dose-dipendente dell’incorporazione della timidina, inibisce 1’angiogenesi
e blocca la collagenolisi indotta dalla collagenasi in colture di cellule endote-
liali del cordone ombelicale umano (McGuire ef al., 1996; Sheu et al., 1998).

La cartilagine ha anche un effetto anti-angiogenetico e inibisce la crescita
tumorale, come nel caso del carcinoma, del sarcoma e del melanoma (Lee et
al., 1983; Oikawa et al., 1990; Davis et al., 1997).

Nel follow-up di 21 pazienti con tumore avanzato trattati con SC, 17 pa-
zienti hanno ottenuto miglioramenti nella qualita di vita, nello specifico 6 han-
no mostrato una riduzione del tumore e 7 pazienti con cancro alla prostata
hanno riportato una riduzione del livello di antigene prostatico specifico (PSA)
(Milner, 1996).

In un altro trial clinico condotto da Lane & Contreras (1992), 8 pazienti
con tumore avanzato (stadio III e IV) resistenti ai trattamenti precedenti, e
con aspettativa di vita inferiore ai 6 mesi, sono stati trattati con SC (Cartilage
Technologies Inc. Port Chester, NY: 30 g/die) suddivisi in 2 o 3 dosi, per via
orale o rettale, per 7 settimane. I risultati hanno mostrato una riduzione dell’80%
del tumore dopo 11 settimane di trattamento senza tossicita significativa in 6
pazienti.

9. Potenziale tossicita della cartilagine di squalo

Alcuni studi suggeriscono che la cartilagine di squalo sia una potenzia-
le causa di asma occupazionale (Ortega et al., 2002; San-Juan et al., 2004).
Ortega e 1 suoi collaboratori hanno riportato il caso di un lavoratore di 38
anni morto di asma dopo 10 mesi di esposizione a polveri respirabili presenti
nell’ambiente di lavoro. I dipendenti della ditta, durante il processo di trasfor-
mazione della cartilagine, sono stati esposti a elevate concentrazioni di polveri
respirabili (0,92-5,14 mg/m?®) ma non tossiche (limite: 5 mg/m®) (Ortega et al.,
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2002). I sintomi dei lavoratori sono stati: tosse, ed episodi di dispnea duran-
te uno sforzo fisico. Dagli esami ematologici, non ¢ stato rilevato squilibrio
immunitario o altri sintomi tossici. Nel 2004, ¢ stato riportato il primo caso di
asma occupazionale IgE-mediato indotto dalla cartilagine di squalo (San-Juan
et al., 2004). Un uomo di 29 anni, senza episodi di asma o disturbi respiratori,
ha lavorato in un’industria produttrice di prodotti dietetici a base di composti
di squalo per 7 anni. Dopo 2 anni, il paziente ha sviluppato asma, con senso di
costrizione toracica, tosse e dispnea, confermando che la polvere di cartilagine
¢ un potenziale agente in grado di indurre asma (Ortega et al., 2002).

10. Conclusioni

Negli ultimi 10 anni, ¢ stato osservato il consumo, a livello mondiale, di
erbe, lievito di birra, alghe, polline e pappa reale, olio di pesce, Omega-3,
integratori di acidi grassi essenziali, colostro bovino, semi di pisello, germe
di grano e funghi, tra i quali shiitake (Lentinula edodes) e reishi (Ganodema
lucidum).

Nello scenario oncologico, il 56-73% dei pazienti colpiti da tumore utilizza
regolarmente prodotti multivitaminici e multiminerali, e integratori a base di
erbe (Burstein et al., 1999; Rock, 2007; Grainger ef al., 2008).

Il pit comune reclamo di questi estratti di erbe e prodotti botanici (quali
Echinacea, mirtillo, ginseng, cardo mariano, Astragalus, t¢ kombucha, Acmel-
la oleracea, estratto di aglio e funghi medicinali) ¢ la stimolazione del sistema
immunitario (Willems et al., 1993; Swisher et al., 2002; Dipti et al., 2003;
Clement-Kruzel et al., 2008; Nantz et al., 2012; Ren et al., 2013).

Alcuni studi clinici confermano 1’attivita anti-tumorale dei prodotti natu-
rali, tra cui il licopene, i carotenoidi, il t¢ verde, il resveratrolo, 1’aglio (He-
ber 2000; Kotake-Nara ef al., 2001; Sueoka et al., 2001; Savouret & Quesne,
2002; Thomson et al., 2003; Tang et al., 2005).

L’olio di fegato di squalo, un integratore alimentare ben noto, e gli AKGs
sono nutraceutici potenzialmente utili, ampiamente prescritti e auto-prescrit-
ti nei paesi del Nord Europa, con numerosi benefici clinici in dermatologia,
immunologia e oncologia. Questi composti sono generalmente molto sicuri e,
anche se I’evidence-based medicine ¢ piuttosto scarsa, le ricerche sperimentali
biochimiche e pre-cliniche sono incoraggianti: il follow-up dei pazienti che si
auto-prescrivono questi composti naturali, alchilgliceroli, squalene e cartila-
gine di squalo, potrebbe essere un possibile step per verificare 1’efficacia del
trattamento.
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