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1. Introduzione

Nel corso degli anni, le numerose evidenze scientifiche sulla relazione esistente fra
nutrizione e malattie croniche invalidanti hanno indotto i ricercatori a focalizzare
I’interesse verso modelli alimentari 0 componenti della dieta capaci di prevenire e
sostenere un buono stato di salute.

I risultati di diversi studi epidemiologici e di intervento indicano che il consumo di
alimenti o bevande ricchi in composti bioattivi di origine vegetale, quali cereali integrali,
legumi, frutta, vegetali, frutta secca, caffé e te, & strettamente associato alla riduzione del
rischio di sviluppare diabete mellito, malattie cardiovascolari e alcuni tipi di neoplasie.[1-
3] Al contrario, il consumo di bevande zuccherate, carne rossa, grassi saturi e trans, si
associa ad un aumento di tale rischio.[4,5]

Tali associazioni sono riconducibili ai diversi effetti degli alimenti e dei loro componenti
bioattivi nella modulazione dei processi fisiopatologici implicati nell’eziopatogenesi delle
malattie cronico-degenerative.

In particolare, € noto che le alterazioni delle concentrazioni plasmatiche di glucosio,
insulina e trigliceridi, a digiuno e in fase postprandiale, e la riduzione dei livelli di
colesterolo-HDL rappresentato dei fattori di rischio indipendenti per le malattie
cardiovascolari non solo nei pazienti diabetici, ma anche in soggetti con pre-diabete
(soggetti con alterata glicemia a digiuno o dopo due ore) e normoglicemici.[6-9]

| risultati di una meta-analisi di studi prospettici hanno mostrato che le concentrazioni di
glucosio post-carico orale di glucosio rappresentano un migliore predittore di rischio
cardiovascolare rispetto ai valori glicemici a digiuno.[10] Infatti, durante il digiuno, la
glicemia é piuttosto costante mentre nel periodo postprandiale si verificano fluttuazioni
rilevanti della glicemia che posso permanere anche diverse ore. Inoltre, un’elevata risposta

glicemica postprandiale, anche se all'interno di un range di normalita, induce un



innalzamento repentino delle concentrazione di insulina ma anche un aumento dei lipidi
plasmatici, che contribuiscono allo sviluppo della disfunzione endoteliale, il primum
movens del danno vascolare che precede la formazione di placca aterosclerotica. Dal
momento che gli esseri umani consumano almeno tre pasti al giorno, trascorrono un lungo
lasso di tempo nel periodo postprandiale.[11] Pertanto, al fine di ridurre il rischio di
malattie cardiometaboliche numerosi sforzi sono stati rivolti alla comprensione dei fattori
della dieta che possano influenzare positivamente il metabolismo glico-lipidico dopo i

pasti.

2. Composti funzionali di origine vegetale

I composti funzionali di origine vegetale rappresentano una grande varieta di molecole,
comunemente assunte con la dieta, in grado di modulare numerose attivita biologiche e
importanti funzioni dell’organismo; pertanto, possono influenzare positivamente la salute e
contribuire alla prevenzione di malattie.

In particolare, negli ultimi anni, un numero crescente di studi epidemiologici e di
intervento hanno mostrato gli effetti protettivi dei composti funzionali di origine vegetale
su importanti patologie, come le malattie cardiovascolari, il cancro, 1’osteoporosi, il
diabete mellito.[12,13]

Tra i vari componenti funzionali della dieta che potrebbero esercitare questo effetto, la
fibra alimentare e, ancora piu recentemente, i polifenoli, hanno suscitato molto interesse.
Tuttavia, soprattutto per i polifenoli, non sono ancora del tutto chiari i meccanismi

attraverso ci quali essi potrebbero svolgere il loro effetto benefico.



2.1. Fibra alimentare

2.1.1.Definizione e classificazione

La fibra alimentare e costituita dalle parti edibili dei vegetali che sfuggono alla digestione
nell’intestino tenue dell’'uomo e transitano integre nell’intestino crasso. Essa include i
polisaccaridi non amilacei (cellulosa, emicellulosa, gomme, pectine), gli oligosaccaridi
(inulina, frutto-oligosaccaridi) e la lignina.

Da un punto di vista funzionale, la fibra alimentare puo essere suddivisa in 4 classi:

1. fibra insolubile, poco fermentescibile (crusca). Fibra non solubile in acqua
scarsamente fermentata a livello intestinale; puo avere un effetto lassativo di tipo
meccanico;

2. fibra solubile, non viscosa, che fermenta rapidamente (inulina, destrina,
oligosaccaridi, amido resistente). Fibra solubile in acqua che non determina nessun
aumento di viscosita; rapidamente e completamente fermentata dal microbiota
intestinale. Puo avere un effetto prebiotico ma non ha effetto lassativo;

3. fibra solubile viscosa, che fermenta rapidamente (B-glucano, gomma guar, pectina).
Forma un gel viscoso in acqua che aumenta la viscosita del chimo rallentando, di
conseguenza, l'assorbimento dei nutrienti. Inoltre, viene fermentata rapidamente a
livello intestinale, perdendo cosi 1’effetto lassativo;

4. fibra solubile viscosa non fermentescibile (psyllium, metilcellulosa). Riduce
I'assorbimento dei nutrienti grazie alla sua viscosita e puo avere un effetto

lassativo.[14]



2.1.2. Effetti della fibra sul metabolismo glico-lipidico

Numerosi studi prospettici hanno evidenziato l'associazione inversa tra l'assunzione di
fibra e il rischio cardiovascolare. Un’importante metanalisi di dieci studi di coorte (n =
2506581 in USA e Europa) [15] ha mostrato che il consumo di fibra & inversamente
associato a rischio di malattia coronarica. In particolare, & stata osservata una riduzione del
rischio del 14% per ogni incremento di 10g/die di intake di fibra, in particolare quella
contenuta in frutta e cereali integrali. Piu recentemente, nella coorte NIH-AARP [16], il
quintile piu alto di intake di fibra (28g /die) era associato ad un minore rischio di morte per
malattie cardiovascolari rispetto al quintile di consumo piu basso (12g/die). Inoltre, i
risultati della National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES) [17] hanno
mostrato l'associazione tra elevata assunzione di fibra e bassa prevalenza di fattori di
rischio cardiometabolici (sindrome metabolica, infiammazione e obesita).

Di conseguenza, le linee guida basate sulle evidenze delle principali societa scientifiche
nazionali ed internazionali, raccomandano una dose giornaliera di fibre tra 25-30g,
preferendo cibi ricchi in fibre come frutta, verdura, cereali integrali, legumi e frutta
secca.[18-20]

Per quanto riguarda ’effetto del consumo di fibra sui fattori di rischio cardiometabolico,
numerosi studi hanno mostrato che il consumo abituale di fibra si associa ad un migliore
controllo del peso corporeo, anche a lungo termine.[21,22] Un’importante revisione
sistematica della letteratura scientifica sul tema [23], ha riassunto le evidenze sull'effetto
dei diversi tipi di fibra sul peso corporeo, lI'appetito e l'intake di energia. Le principali
conclusioni di tale revisione erano che le fibre piu viscose, in particolare i -glucani,
influenzano I'appetito e I'assunzione energetica in acuto, mentre non e stata osservata una
chiara associazione tra il tipo di fibra e il controllo del peso corporeo a lungo termine.

Gli alimenti ricchi in fibra sono spesso caratterizzati da un indice glicemico inferiore (GI)

rispetto ad altri alimenti. Questa caratteristica evita I'aumento troppo repentino dei valori



glicemici nel periodo postprandiale, inducendo effetti benefici sulla tolleranza glicidica sia
nei pazienti diabetici che in quelli non diabetici.[24]

Tra le fibre, il B-glucano (4g) di avena o orzo sembra avere il maggior effetto sul controllo
glicemico [25]; tuttavia, vi sono evidenze che altre fonti di fibra possono influenzare
I'omeostasi glicemica. In particolare, un’elevata assunzione di frutta, verdura, legumi e
cereali integrali ha dimostrato di ridurre significativamente la glicemia postprandiale,
I’insulinemia e la variabilita glicemica.[26]

Inoltre, una riduzione significativa delle concentrazioni di insulina plasmatica nel periodo
postprandiale € stata osservata dopo il consumo per 12 settimane di prodotti a base di
frumento integrale.[27]

Per quanto riguarda I'effetto del consumo di fibra sui lipidi plasmatici, una meta-analisi di
studi controllati randomizzati ha dimostrato chiaramente che il consumo di legumi riduce il
colesterolo totale e il colesterolo LDL (-11,8 mg/dl e -8,0 mg/ | rispettivamente).[28]

E interessante notare che questo effetto & stato ottenuto anche con altre fonti di fibre
(cereali integrali, frutta e verdura) in soggetti sani [29] e in pazienti diabetici.[26,30]
L'effetto della fibra sulle concentrazioni dei trigliceridi plasmatici non ha ancora ricevuto
dimostrazioni convincente anche se € stato osservata una riduzione dei livelli plasmatici di
trigliceridi nel periodo postprandiale dopo il consumo di fibra di avena o di frumento.[31]

I principali meccanismi alla base di questi effetti benefici della fibra alimentare sono
riassunti in figura 1. Il consumo di fibra induce effetti metabolici grazie alla viscosita e alla
struttura fisica che conferisce all’alimento in cui ¢ contenuta, rallentando la digestione e
I’assorbimento dei carboidrati e quindi riducendo 1’ incremento della glicemia nel periodo
postprandiale ed evitando la caduta della glicemia a distanza dal pasto. Un altro effetto
benefico della fibra & quello di favorire la crescita di ceppi batterici saprofiti a livello

intestinale in grado di fermentare i carboidrati non digeriti con produzione di acidi grassi a



catena corta (acetico, propionico e butirrico) che sono in grado di modulare il metabolismo

glico-lipidico.[32,33]

Figura 1. Potenziali meccanismi d’azione della fibra (modificata da [32])
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2.1.3 Amido resistente

2.1.3a Definizione e classificazione
L'amido resistente rappresenta “la parte di amido che resiste al processo di digestione
(idrolisi) da parte degli enzimi digestivi dell'intestino tenue [34], e arriva integro
nell'intestino crasso, dove pu0 essere 0 meno fermentato da parte del microbiota
intestinale”. Tradizionalmente, I’amido resistente ¢ classificato in cinque gruppi [35]:

= RS-I. Amido fisicamente incluso nella struttura degli alimenti, e pertanto,

fisicamente inaccessibile agli enzimi digestivi. L’amido RS-l & contenuto



soprattutto nelle cariossidi dei cereali non macinati e non cotti, o nei legumi interi e
crudi.

RS-1I. Amido in forma nativa, ovvero nella sua forma cristallina, che risulta
difficilmente attaccabile dagli enzimi digestivi. E’ contenuto nel mais e nei tuberi
crudi, ma anche nelle castagne, o nelle banane non mature.

RS-111. Amido retrogradato che si forma a seguito della gelatinizzazione seguita da
raffreddamento; e tipico di pane, pasta e riso cotti e poi raffreddati ma anche di
cornflakes, nei fiocchi di avena, biscotti e gallette di cereali, e in generale di tutti i
prodotti da forno cotti e poi consumati a temperatura ambiente.

RS-IV. Amido modificato da processi chimici o fisici, per esterificazione o
eterificazione, o per la formazione di legami crociati (cross-links), prodotto da
processi industriali per utilizzi di vario genere.

RS-V. Amido che interagisce con i lipidi formando complessi elicoidali con acidi
grassi e alcoli grassi. Il complesso amilosio-lipidi € determinato da una reazione

immediata dopo la cottura.

Negli anni, sono stati sviluppati diversi metodi per facilitare 1’assunzione di amido

resistente nella dieta. Tali strategie possono essere classificate in strategie tradizionali e

strategie di miglioramento genetico.[36]

Le strategie tradizionali comprendono:

Selezione di alimenti che sono naturalmente ricchi di amido resistente. E’ noto che
alimenti come le patate, riso, pasta, cereali per la colazione e il pane sono
caratterizzati da una basso contenuto di amido resistente (<2,5%, sostanza secca).
Al contrario, legumi cotti e cereali integrali hanno un alto contenuto di amido
resistente (5-15%, sostanza secca).

Processi tecnologici (effetto della temperatura). Le caratteristiche strutturali

dell’amido influenzano la capacita dei prodotti amidacei di sviluppare amido



resistente. In particolare, il rapporto amilosio/amilopectina influisce sulla capacita
dell’amido di retrogradarsi. Il riscaldamento dell’amido in presenza di adeguati
volumi di acqua contribuisce ad aumentarne il grado di gelatinizzazione e ne
aumenta la digeribilita. Tuttavia, con il raffreddamento, I’amido ad alto contenuto
di amilosio subisce la retrogradazione e, di conseguenza, si formano delle regioni
cristalline non accessibili all’idrolisi enzimatica.
Invece, le strategie di miglioramento genetico si dividono in:

= convenzionali. Hanno il limite di non poter prescindere dall’incrocio sessuale
seguito da una fase di selezione per le caratteristiche desiderate. Con lo sviluppo
delle biotecnologie ad oggi sono a disposizione mezzi per superare i limiti del
miglioramento genetico tradizionale. I metodi convenzionali oggi impiegati per
superare la barriera sessuale comprendono sia le colture in vitro sia la mutagenesi
(che prevede I’irradiazioni di vaste popolazioni vegetali con raggi X, raggi gamma,
neutroni lenti e veloci 0 mediante trattamenti chimici, per poi selezionare quegli
individui che presentano caratteristiche migliori).[37,38] In particolare,
recentemente & stata sviluppata una nuova tecnica di mutagenesi denominata
TILLING (Targeting Induced Local Lesions In Genomes), una mutagenesi chimica
preceduta da uno screening del DNA che permette di identificare mutazioni di uno
specifico gene target.[36]

= non convenzionali. Utilizzano le biotecnologie del DNA ricombinante che permette
di isolare dei brevi segmenti di tale molecola, per moltiplicarli, studiarne la
sequenza nucleotidica, trasferirli nel genoma di altre cellule, controllandone
I'incorporazione e I'espressione. Le metodologie principali utilizzate per trasferire
geni di interesse sono il bombardamento mediante metodo biolistico, la
trasformazione con [’Agrobacterium tumefaciens, la microiniezione, la

trasformazione di protoplasti ¢ I’elettroporazione.[36]



2.1.3b Effetti dell’amido resistente sul metabolismo glico-lipidico

Dal punto di vista nutrizionale, I’amido resistente ¢ considerato una fibra alimentare e,
pertanto, potrebbe avere le stesse proprieta funzionali benefiche descritte per le altre fibre
vegetali (ovviamente, quelle non viscose). In particolare, 1’amido resistente sfuggendo alla
digestione ¢ all’assorbimento intestinale e, arrivando intatto nel colon, pud essere
fermentato dal microbiota intestinale con la produzione di acidi grassi a corta catena
(acetato, propionato, butirrato) che sono coinvolti nel miglioramento della sensibilita
insulinica e del metabolismo lipidico. Inoltre, I’amido resistente aumenta il senso di sazieta
inducendo una riduzione dell’introito energetico che favorisce il mantenimento di un peso
corporeo adeguato.[39,40]

Questi effetti sono fortemente legati in primo luogo alla natura della matrice nel quale il
granulo di amido é inserito. Infatti, notevole importanza rivestono la durezza delle
cariossidi (hardness), la distribuzione e la forma dei granuli e la presenza di lipidi
endogeni.[41] Inoltre, rivestono un ruolo fondamentale anche le proporzioni relative delle
due subunita che compongono [I’amido: I’amilosio e [’amilopectina. Infatti,
fisiologicamente, nell’amido I’amilosio e 1’amilopectina si trovano in un rapporto 1:3.

Nel duodeno, I’amilosio ¢ digerito lentamente dall’a-amilasi, I’enzima deputato alla
scissione dei legami tra le subunita di glucosio presenti nella struttura chimica dei polimeri.
Al contrario, ’amilopectina ¢ digerita molto rapidamente poiché le ramificazioni
caratteristiche della sua struttura chimica forniscono numerosi punti di attacco per 1’azione
dell’a-amilasi.[42]

In secondo luogo, la conformazione a doppia elica dell’amilosio presenta il sito di azione
per I’a-amilasi nella parte piu interna della sua struttura rendendolo meno accessibile.[43]
L’aumento della percentuale di amilosio genera amido piu lentamente digeribile e
assorbibile a livello intestinale, riducendo la glicemia postprandiale, e quindi il fabbisogno

di insulina. Studi randomizzati e controllati che hanno utilizzato cereali ad alto contenuto



di amilosio hanno mostrato che tali prodotti possono ridurre in maniera significativa sia la
risposta glicemica che quella insulinemica nel periodo postprandiale.[42]

Ad oggi, non ¢ noto I’effetto dell’amido resistente sulla lipemia postprandiale.

2.2. Polifenoli

2.2.1. Definizione, struttura e classificazione
I polifenoli sono composti bioattivi di origine vegetale largamente diffusi in frutta, verdura,
cereali, olive, legumi, cioccolata ed in alcune bevande come te, caffe e vino. Sono
composti fondamentali nella fisiologia della pianta, in quanto contribuiscono a preservare
la loro integrita in risposta alla continua esposizione a tensioni ambientali (raggi UV, alte
temperature, aggressione di microrganismi e insetti). Inoltre, sono responsabili della
pigmentazione e delle caratteristiche organolettiche degli alimenti che li contengono.[44]
Il termine “polifenoli” si riferisce a numerose classi di composti aventi una struttura
chimica comune, cioé almeno un anello fenolico e una catena carboniosa con uno o piu
gruppi idrossilici. Pertanto da un punto di vista chimico, i polifenoli sono classificati in:
a) polifenoli contenenti nella molecola un solo anello fenolico con un gruppo
funzionale terminale carbossilico (acidi fenolici) o ossidrilico (alcoli fenolici);
b) polifenoli contenenti due anelli fenolici con struttura lineare (stilbeni) o ramificata
(lignani);

c) polifenoli con piu anelli fenolici (flavonoidi).[45]

2.2.1a. Acidi fenolici

Questi composti possono essere suddivisi in: acidi idrossibenzoici e acidi

idrossicinnamici.[45]
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Gli acidi idrossibenzoici, come l'acido gallico e 1’acido protocatecuico, si trovano in
pochissimi vegetali commestibili per 1'uomo e, pertanto, sono di scarso interesse
nutrizionale. Il loro contenuto & generalmente molto basso, fatta eccezione per le more (che
ne contengono fino a 270 mg/kg di peso), le foglie di té (che rappresentano una fonte
importante di acido gallico: <4,5 g/kg), i lamponi (che contengono fino a 100 mg di acido
protocatecuico/kg) e I’olio di oliva (la cui concentrazione di acido protocatecuico e di circa
0,22 mg/kg). Tuttavia, va considerato che le concentrazioni di acido protocatecuico in
circolo potrebbero essere superiori alla quantita ingerita con gli alimenti, perché questo
composto nell’'uomo rappresenta il metabolita piu importante delle antocianidine, come la
cianidina-3-glucoside.[44,46]

Gli acidi idrossicinnamici piu diffusi sono soprattutto gli acidi cumarico, ferulico e
caffeico. Raramente si trovano in forma libera, generalmente sono legati a derivati
glicosidici o ad esteri dell’acido chinico, schimico o tartarico. Gli acidi chinico e caffeico
si combinano per formare I’acido clorogenico, che si trova in molti tipi di frutta e in alte
concentrazioni nel caffé (una tazza puod contenerne fino a 350 mg). L'acido caffeico &
I'acido fenolico piu abbondante, rappresentando tra il 75% e il 100% degli acidi
idrossicinnamici totali contenuti nella maggior parte dei frutti. L’acido ferulico ¢ l'acido
fenolico piu abbondante nei cereali; nei chicchi di frumento é presente per lo 0,8-2 g/kg del

peso secco, pari a circa il 90% dei polifenoli totali.[44,46]

4.2.1b. Alcoli fenolici

Il tirosolo (4-idrossifeniletanolo) e 1’idrossitirosolo (3,4-di-idrossifeniletanolo) sono alcoli
fenolici contenuti nell’olio extravergine di oliva. La concentrazione media di alcoli fenolici
totali nell’olio extravergine di oliva commerciale ¢ di circa 180 mg/kg. Essa dipende dalla

varieta delle olive, dal clima, dalla zona di crescita, dalla latitudine e dalla maturazione. Il

11



tirosolo ¢ presente anche nei vini bianchi e rossi, e nella birra, mentre 1’idrossitirosolo si

trova solo nel vino rosso ed é prodotto anche in vivo dopo 1’ingestione.[44,46]

2.2.1c. Stilbeni

L'uomo, con la dieta, assume piccole quantita di stilbeni: il piu rappresentivo é il
resveratrolo, presente nelle forme isomeriche cis e trans, di cui quest’ultima risulta essere
la piu stabile. E' stato rilevato in piu di 70 specie di piante, tra cui uva, frutti di bosco e
arachidi. Abbonda nella buccia fresca delle uve rosse (50-100 g/kg di peso netto) e,
pertanto, raggiunge concentrazioni relativamente alte nel vino rosso e nel succo

d'uva.[44,46]

2.2.1d. Lignani

I lignani sono presenti in natura per lo piu in forma libera, ed in minore quantita come
derivati glicosidici. Il pit noto € il secoisolariciresinolo presente nei semi di lino (3,7 g/kg
di peso secco). Il microbiota intestinale metabolizza i lignani a enterodiolo e enterolattone;
le concentrazioni nel plasma e nelle urine non rendono ragione delle basse quantita di
lignani solitamente contenute nella dieta. Cio lascia intendere che ci siano altri lignani di
origine vegetale non ancora identificati che fungono da precursori di enterodiolo e

enterolattone.[44,46]

2.2.1e. Flavonoidi

I flavonoidi sono largamente distribuiti nel regno vegetale e vengono normalmente assunti
tramite cereali, frutta, verdura, legumi nonche con le pit comuni bevande quali te, vino e
birra. [44,46]

Appartengono alla classe dei flavonoidi:
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Flavoni (apigenina e luteolina). Possiedono un doppio legame tra le posizioni C2 e
C3 e sono i flavonoidi meno comuni.[45] Le uniche fonti alimentari di flavoni sono
prezzemolo e sedano. La buccia dei frutti contiene grandi quantita di flavoni
polimetossilati: ad esempio nella buccia di mandarino il loro contenuto arriva fino a
6,5 g/L di olio essenziale di tale frutto.[44,46]

Flavonoli. Presentano un doppio legame tra le posizioni C2-C3 e un ossidrile in C3.
Essi rappresentano i flavonoidi piu abbondanti negli alimenti, di cui la quercetina
risulta il composto piu diffuso.[45] Le principali fonti di flavonoli sono le cipolle
(fino a 1,2 g/kg di peso fresco), il cavolo riccio, i porri, i broccoli ed i mirtilli. Il té
ed il vino rosso possono contenere fino a 45 e 30 mg di flavonoli/L,
rispettivamente. E' importante notare che la biosintesi dei flavonoli & stimolata
dalla luce; infatti, essi si accumulano nel tessuto esterno della frutta. Possono,
inoltre, esistere differenze di concentrazione di flavonoli tra frutti dello stesso
albero e anche nelle diverse parti dello stesso frutto, a seconda dell'esposizione alla
luce del sole.[44,46]

Flavanoni. Sono caratterizzati dalla presenza di una catena satura di tre atomi di
carbonio e un atomo di ossigeno in C4. Sono generalmente glicosilati da un
disaccaride in C7. | flavanoni sono presenti in alte concentrazioni negli agrumi, ma
anche nei pomodori ed in alcune piante aromatiche come la menta. | principali
flavanoni sono la narigenina nel pompelmo, I’esperidina e la narirutina nelle
arance, ¢ I’eriodictolo nei limoni.[45]

Un succo d'arancia contiene circa 470-761 mg/L di esperidina e 20-86 mg/L di
narirutina. La parte solida degli agrumi, in particolare la porzione spugnosa bianca
(I’albedo) e le membrane che separano il frutto in segmenti, hanno un contenuto
molto alto in flavanoni: questa é la ragione per cui il frutto intero puo contenere

fino a 5 volte piu flavanoni di un bicchiere di succo d'arancia.[44,46]
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Flavan-3-oli (o flavanoli). Sono caratterizzati nell’anello C da tre atomi di carbonio
saturi, un gruppo ossidrile in C3 e assenza dell'ossigeno in C4. Esistono in forma di
monomeri (catechine) e di polimeri (proantocianidine). A differenza di altre classi
di flavonoidi, questi non sono glicosilati negli alimenti, ma spesso si ritrovano in
forma acilata.[45]

Le catechine vengono classificate in: catechine, epicatechine, gallocatechine,
epigallocatechine e epigallocatechin-gallato. Le catechina ed epicatechine si
trovano in molti frutti come le albicocche (250 mg/kg del peso) e le ciliegie (250
mg/kg del peso) e nel vino rosso (fino a 300 mg/L). Le gallocatechine,
epigallocatechine e epigallocatechin-gallato abbondano nel té verde (fino a 800
mg/L) e nel cioccolato (fino a 600 mg/L).[44,46]

Le proantocianidine, note anche come tannini condensati, sono dimeri, oligomeri e
polimeri delle catechine. E' molto difficile valutare il loro contenuto nei cibi, perché
molto diverse per struttura e peso molecolare. Nelle mele da sidro, per esempio, il
grado di polimerizzazione delle proantocianidine va da 4 a 11 monomeri. Sono
responsabili del carattere astringente della frutta (uva, mele, frutti di bosco, ecc) e
di alcune bevande (vino, sidro, t¢, birra ecc) e dell'amarezza del cioccolato. E
importante notare che questa astringenza cambia nel corso della maturazione e
spesso scompare quando il frutto raggiunge la maturazione.[44,46]

Isoflavoni. Presentano la struttura base dell'1-2 difenil-propano. Hanno somiglianze
strutturali con gli estrogeni, cioé gruppi ossidrilici in posizione C7 e C4, come la
molecola di estradiolo. Possono legarsi ai recettori per gli estrogeni e sono quindi
classificati come fitoestrogeni.[45]

Gli isoflavoni sono contenuti quasi esclusivamente nelle piante leguminose. La soia
ed i suoi prodotti derivati rappresentano la principale fonte di isoflavoni, e

contengono le tre molecole principali (genisteina, daidzeina e gliciteina) che si
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presentano come agliconi o, piu spesso, come glucosidi. I germogli di soia
contengono tra 140 e 1530 mg /kg in peso e il latte di soia puo contenere trai 12 e i
130 mg/L10;12. [44,46]
= Antociandine. sono pigmenti solubili in acqua, responsabili dei colori rosso, blu e

viola di frutta, verdura, fiori e altri tessuti o prodotti vegetali. Esse si presentano
principalmente come glicosidi, in cui il residuo di zucchero € principalmente legato
alla posizione 3 dell’anello C o alle posizioni 5 e 7 dell’anello A. Sebbene molto
rara, la glicosilazione ¢ stata osservata anche in posizione 3', 4' ¢ 5' dell’anello B. 11
residuo di zucchero pud essere anche acilato da diversi acidi aromatici o alifatici: il
pit comune ¢ 1’acido cinnamico.[45]
Le antocianidine sono ampiamente distribuite nell’alimentazione umana: sono
presenti nel vino rosso (fino a 350 mg/L), in alcune varieta di cereali e in alcune
verdure (cavoli, fagioli, cipolle, ravanelli), ma abbondano soprattutto nella frutta
laddove i1l contenuto ¢ generalmente proporzionale all’intensita del colore ed al
grado di maturazione; nel ribes nero e nelle more raggiunge valori fino a 2-4 g/kg.
Sono presenti soprattutto nella buccia della frutta, ad eccezione di alcuni frutti rossi
(ciliegie e fragole) in cui sono presenti anche nella polpa.[44,46]

Concludendo, i polifenoli, per le loro caratteristiche chimiche, sono classificati in 5 classi

principali: acidi fenolici, alcoli fenolici, stilbeni, lignani e flavonoidi. (figura 2) Tuttavia,

da un punto di vista nutrizionale, i polifenoli possono essere classificati in flavonoidi, che

rappresentano la maggior parte dei polifenoli assunti con la dieta, e non flavonoidi. (figura

3)
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Figura 2. Classificazione e principali fonti dei polifenoli.
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2.2.2. Biodisponibilita e metabolismo
Sebbene esistano diverse definizioni di biodisponibilita, la pit appropriata da un punto di
vista nutrizionale sembra essere "la frazione di nutriente 0 composto somministrato che
raggiunge la circolazione sistemica e i suoi target specifici nell’organismo dove puod
esercitare la propria azione biologica”. Per quanto riguarda i polifenoli, la biodisponibilita
sembra differire notevolmente tra i vari composti fenolici. Tale differenza é legata a diversi
fattori riconducibili a due gruppi fondamentali: caratteristiche del composto fenolico e
dell’alimento che lo veicola e fattori relativi all’ospite (cio¢ il consumatore).[47,48] In
particolare, i principali fattori che influenzano la biodisponibilita dei polifenoli sono:
= fattori legati ai composti fenolici (struttura chimica, concentrazione negli alimenti,
la quantita introdotta);
= fattori ambientali (esposizione al sole, grado di maturazione, disponibilita del cibo);
= fattori legati alla matrice alimentare (liquido o solido, matrice animale o vegetale);
= presenza di effettori positivi o negativi di assorbimento (ad esempio grassi e fibre,
che facilitano o inibiscono 1’assorbimento, rispettivamente);
= processi di trasformazione dell’alimento (omogeneizzazione, cottura ¢ metodi di
preparazione culinaria, come ad esempio sminuzzamento, taglio, macinatura,
raffinazione, rettifica, sbucciatura);
= fattori intrinseci all’organismo ospite: fattori intestinali (attivita enzimatica, pH
gastrico, efficacia dei trasportatori di membrana, tempo di transito, composizione
del microbiota) o sistemici (sesso, eta, patologie, genetica e condizioni
fisiologiche);
* interazione con altri composti presenti nei fluidi biologici (albumina,
aminoacidi).[47,48]
Il metabolismo dei polifenoli e abbastanza conosciuto anche se, ad oggi, alcuni aspetti

rimangono poco noti.
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In generale, dopo l'ingestione con la dieta, i polifenoli subiscono dei primi processi di
idrossilazione nel cavo orale e vengono rilasciati in minima parte dalla matrice alimentare
come agliconi liberi (molecola organica non glicosidica). In seguito, grazie all’azione del
microbiota intestinale, subiscono diverse reazioni chimiche come: clivaggio dell’anello
fenolico, riduzione dei doppi legami, ossidazione, deglicosilazione, deglucuronidazione,
demetilazione (metaboliti di fase I). Dopo 1’assorbimento intestinale, tramite la vena porta,
I metaboliti fenolici raggiungono il fegato dove vengono coniugati da reazioni di
metilazione, sulfazione e glucuronidazione (metaboliti di fase IlI). Inoltre, grazie alla
circolazione entero-epatica, possono verificarsi ulteriori modifiche dei metaboliti fenolici
che potrebbero diversificare ulteriormente il profilo dei metaboliti fenolici.

Studi di cinetica e biodisponibilita hanno dimostrato che i metaboliti dei polifenoli hanno
un periodo di permanenza prolungato nel flusso sanguigno (fino a 24-48 ore), prima di
essere escreti nelle urine e, in minima parte, nelle feci, come composti liberi o come
coniugati epatici, a seconda della struttura chimica del composto fenolico introdotto con la
dieta.[48-50]

Una delle principali lacune della letteratura scientifica € la comprensione del ruolo del
metabolismo epatico e post-colonico nella trasformazioni delle catene carboniose di alcuni
metaboliti fenolici prima della loro escrezione nelle urine. Inoltre, non & noto se queste
modifiche possano influenzarne I’attivita biologica. Tuttavia, ci0 che e chiaro, & che i
polifenoli introdotti con 1’alimentazione sono ampiamente modificati durante il processo
metabolico, e di conseguenza, i composti fenolici che raggiungono cellule e tessuti sono
spesso chimicamente, biologicamente e in molti casi funzionalmente diversi da quelli

ingeriti.[48] (figura 4)
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Figura 4. Schema riassuntivo del destino metabolico dei polifenoli introdotti con la

dieta.[51]
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2.2.3. Effetti dei polifenoli sul metabolismo glico-lipidico

Numerosi studi prospettici hanno evidenziato gli effetti protettivi di flavonoli, flavoni o
catechine rispetto alla malattia coronarica fatale o non fatale, con una riduzione del rischio
di mortalita del 65%; inoltre, elevate assunzioni di kaempferolo, naringenina, ed esperetina
sono associate alla riduzione dell'incidenza della malattia cerebrovascolare.[52-54] Un
maggiore apporto di quercetina e miricetina, invece, € associato con la riduzione del
rischio di diabete di tipo 2.[53-56]

I meccanismi che potrebbero spiegare tali associazioni sono da ricondurre alla possibile
azione benefica dei polifenoli sui principali fattori di rischio cardiometabolico.

In primo luogo, grazie all’azione antiossidante svolta da alcuni tipi di polifenoli, i
fenomeni ossidativi a carico delle LDL circolanti potrebbero essere contrastati,
prevenendo, in tal modo lo sviluppo della placca aterosclerotica e la conseguente
attivazione delle chemochine in risposta al danno endoteliale.[57] In secondo luogo, alcuni
studi suggeriscono che alimenti ricchi in flavan-3-oli (uva, vino, frutti di bosco, mele,

cioccolato e té) possano avere una potenziale attivita antiaterogena, non solo riducendo i
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livelli plasmatici di lipoproteine proaterogene contenenti apolipoproteina B (ApoB) (ciog,
VLDL IDL ¢ LDL), ma migliorando anche 1’omeostasi lipidica complessivamente.[58-61]
Infatti, diversi studi sull’'uomo hanno riportato una riduzione significativa nel plasma del
colesterolo totale, una netta riduzione del colesterolo LDL e un aumento del colesterolo
HDL dopo l'integrazione con gli alimenti contenenti polifenoli, in particolare
proantocianidine. Studi in vitro suggeriscono che 1’effetto ipolipemizzante dei polifenoli
potrebbe essere legato al rallentato assorbimento intestinale dei lipidi per I’inibizione della
lipasi pancreatica e alla successiva ridotta secrezione di chilomicroni a causa di una minore
disponibilita nell’enterocita di lipidi necessari all’assemblaggio di tali lipoproteine.[62]
Tuttavia, una metanalisi di studi di intervento piu recente non ha evidenziato nessun effetto
Per quanto riguarda ’effetto dei polifenoli sull’omeostasi glicemica, numerosi studi in
vitro e su animali supportano un ruolo benefico di tali composti sulla digestione dei
carboidrati, sulla sensibilita e secrezione dell’insulina, attraverso 1’attivazione di diversi
percorsi molecolari intracellulari.[64] Pochi studi clinici hanno esplorato questo tema negli
esseri umani, confermando in gran parte gli effetti benefici di una supplementazione a base
di estratti di alimenti ricchi in polifenoli [65], o del consumo regolare per un breve periodo
di singoli alimenti che ne sono ricchi (té verde, cioccolato e vino rosso).[66,67]

Studi in vitro hanno mostrato che la struttura molecolare di specifici polifenoli permette
loro di interferire con la digestione dei carboidrati a livello intestinale e di ridurre e/o
prolungare 1’assorbimento del glucosio. Inoltre, i polifenoli possono ridurre il trasporto di
glucosio nel sangue attraverso l'inibizione di specifici trasportatori di glucosio nel lume
intestinale.[68,69] Non ¢ noto il meccanismo alla base dell’effetto sulla secrezione
insulinica.

In conclusione, I’evidenza disponibile sull’effetto dei polifenoli sul metabolismo glico-

lipidico nell’'uvomo ¢ tuttora piuttosto lacunosa. Cio e dovuto in larga parte a problemi
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metodologici che non permettono di confrontare adeguatamente gli studi o trarre
conclusioni definitive. In particolare, pochi studi di intervento hanno esaminato 1’effetto
dei polifenoli nel medio-lungo termine, confermando in gran parte gli effetti benefici
dell'aggiunta con estratti da alimenti ricchi di polifenoli o il consumo regolare per un breve
periodo di singoli alimenti. La maggior parte degli studi é stata condotta prendendo in
considerazione una singola classe di polifenoli o singolo composto fenolico, spesso
utilizzando dei supplementi invece della dieta, perdendo, quindi, la possibilita di esplorare
anche gli eventuali effetti della matrice alimentare e/o dell’interazione tra varie molecole.
Inoltre, notevole variabilita & riscontrabile in termini di dosi e fonti di polifenoli e,
soprattutto, nella composizione degli estratti somministrati. Infine, una criticita e
rappresentata anche dalla valutazione della compliance al trattamento e del contenuto reale

di polifenoli somministrato con I’intervento.

3. Adesione alle raccomandazioni nutrizionali per il consumo di alimenti di origine

vegetale

Nonostante gli effetti benefici sul metabolismo glico-lipidico di alimenti di origine
vegetale quali cereali integrali, frutta e verdura siano noti, dati recenti derivanti da indagini
sui consumi alimentari indicano uno scarso consumo di tali alimenti in tutto il modo, anche
nei paesi mediterranei.[17,70-72]

Le ragioni alla base della scarsa adesione alle raccomandazioni sul consumo di alimenti di
origine vegetale sono molteplici; in primo luogo, i cibi integrali hanno caratteristiche
organolettiche meno attraenti rispetto ai loro corrispettivi raffinati, soprattutto per quanto
riguarda il gusto e il sapore.[73] In secondo luogo, molti alimenti che rappresentano delle
buone fonti di fibra possono causare discomfort intestinale. Inoltre, le abitudini socio-

culturali sono cambiate nel corso degli anni: molte persone sono abituate a consumare i
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pasti fuori casa (ad esempio, in ristoranti, caffetterie, mense aziendali) dove la scelta di cibi
piu salutari & spesso piuttosto problematica.[74]

Infine, la quantita di tempo e denaro impiegati per 1’acquisto ¢ la preparazione di alimenti
di origine vegetale ricchi in composti bioattivi sono stati citati come ostacoli per
un’alimentazione piu salutare.[75]

Pertanto, al fine di indirizzare le scelte dei consumatori verso specifici alimenti di origine
vegetale, sarebbe opportuno individuare gli alimenti piu ricchi di composti bioattivi capaci
di influenzare il metabolismo glico-lipidico e le loro quantita minime efficaci compatibili
con una dieta abituale.

Inoltre, un’ulteriore strategia potrebbe essere rappresentata dal consumo di alimenti pronti
all'uso capaci di influenzare il metabolismo glico-lipidico contribuendo cosi al
miglioramento delle abitudini alimentari della popolazione occidentale.

In questo contesto, gli alimenti funzionali potrebbero contribuire alla promozione della

salute nella popolazione generale.

4. Alimenti funzionali

L’obiettivo primario di una sana e corretta alimentazione ¢ fornire nutrienti sufficienti a
soddisfare le esigenze nutrizionali dell’organismo per assicurare un adeguato
funzionamento di tutti i processi vitali. Tuttavia, con il passare degli anni, nelle societa
ricche ed industrializzate grazie alle nuove conoscenze nel campo della scienza della
nutrizione si € avuto un passaggio dal concetto di "nutrizione adeguata” a quello di
"nutrizione ottimale”. La spinta verso questa nuova frontiera della scienza della nutrizione
é stata dettata da alcuni fenomeni rilevanti che caratterizzano la nostra societa attuale, quali
il crescente costo della sanita e dei giorni di assenza dal lavoro, il continuo aumento dell’
aspettativa di vita, lI'aumento del numero di persone anziane, il desiderio di una migliore

qualita della vita. Pertanto, oggi, la ricerca in campo nutrizionale € focalizzata
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sull’identificazione di componenti della dieta biologicamente attivi potenzialmente in
grado di ottimizzare il benessere fisico e mentale e di ridurre anche il rischio di contrarre
malattie. Inoltre, sempre piu risorse vengono impiegate per sviluppare nuovi alimenti
arricchiti o addizionati di tali composti utili per i loro effetti benefici sulla salute o per i
favorevoli effetti fisiologici. Questi alimenti vengono raggruppati nella classe degli
“alimenti funzionali”.[76]

Secondo |I’European Commission Concerted Action on Functional Food Science in Europe
(FUFOSE) un alimento puo essere definito “funzionale” se “¢ stata adeguatamente
dimostrata la sua capacita di modificare in maniera benefica una o piu funzioni fisiologiche
del corpo umano, indipendentemente dagli effetti di una alimentazione adeguata,
inducendo significativi benefici per la salute fisica e mentale e/o una riduzione del rischio
di malattia”. Inoltre, deve “presentarsi sotto forma di un vero alimento e deve poter
esercitare i suoi effetti in quantita che possono essere consumate nella dieta”.[77]

Gli alimenti funzionali si dividono in “convenzionali” e “modificati”. Alla prima categoria
appartengono i cereali integrali, la frutta secca, la soia, i pomodori, alimenti in cui le
componenti fisiologicamente attive (ad esempio fibra, p-carotene, licopene, etc,) sono gia
naturalmente presenti nell’alimento.

Invece, rientrano nella seconda categoria i prodotti per i quali la tecnologia:

a) arricchisce o addiziona 1’alimento di uno o pit componenti con effetti benefici (es. fibra,
prebiotici, vitamine, etc.);

b) rimuove dall’alimento uno o piu componenti con effetti negativi (es. proteine
allergizzanti, alcol etc.);

C) sostituisce un componente con un altro con effetti benefici (es. sostituzione di grassi con

inulina ad alto peso molecolare);
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d) migliora la biodisponibilita di molecole con effetti benefici per la salute (es. la pre-
fermentazione della farina di frumento integrale aumenta la biodisponibilita dell’acido
ferulico). [76,78]

Cereali integrali, frutta, verdura e legumi rappresentano gli alimenti funzionali
convenzionali piu utili per la riduzione del rischio di sviluppare malattie cardiovascolari e
diabete tipo 2.

Tra gli alimenti funzionali modificati si inseriscono i cibi nei quali i grassi e gli zuccheri
semplici, che rappresentano un’importante fonte di energia e contribuiscono all’incremento
dell’incidenza di sovrappeso e obesitd, vengono sostituiti per ottenere alimenti a basso
contenuto energetico.

Nei formaggi freschi, ad esempio, la sostituzione dei grassi con acqua permette di ridurre il
loro valore calorico fino al 40% (formaggi light). Nell’industria alimentare, I’inulina ad
alto peso molecolare (HP), & usata in sostituzione dei grassi per la produzione di creme
spalmabili a basso contenuto in grassi, grazie alla sua scarsa solubilita in acqua. Infatti,
I’inulina HP miscelata all’acqua o al latte, forma microcristalli che conferiscono un aspetto
Cremoso.

Anche gli alimenti a basso indice glicemico ottenuti mediante 1’arricchimento con fibre
altamente viscose (B-glucano e psyllium) sono considerati come alimenti funzionali
modificati.

Un altro beneficio derivante dall’arricchimento in fibre degli alimenti ¢ la riduzione della
loro densita energetica che contribuisce ad incrementare il senso di sazieta prevenendo
I’aumento del peso corporeo.

Infine, un’altra categoria di alimenti funzionali modificati ¢ rappresentata da prebiotici,
probiotici e simbiotici. I prebiotici (frutto-oligosaccaridi, oligosaccaridi, inulina, etc) sono
composti che non vengono idrolizzati dagli enzimi digestivi dell’'uomo e raggiungono il

colon dove sono fermentate dalla flora batterica intestinale. | probiotici sono alimenti nei
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quali si ritrovano organismi vivi quali bacilli lattici, bifido batteri, etc., mentre i simbiotici
nascono dall’ associazione di pre e probiotici. || consumo di questi prodotti favorisce la
crescita selettiva di bifido batteri e lattobacilli, aumenta la resistenza dell’intestino alle
infezioni da parte dei batteri patogeni e migliora I’infliammazione. Inoltre, 1’interesse per
questa classe di composti funzionali in relazione al diabete deriva da evidenze scientifiche
che suggeriscono che la flora batterica intestinale ¢ coinvolta nello sviluppo dell’obesita e
dell’insulino-resistenza.[76,78]
Numerosi sono gli alimenti funzionali che hanno dimostrato di esercitare proprieta
benefiche sul controllo dei fattori di rischio cardiometabolico, come ad esempio lo
scompenso glicemico, I’iperlipidemia e sovrappeso/obesita.
Tali benefici possono essere tradotti in “claim”, cioé il riconoscimento di particolari
caratteristiche di un alimento che possano indurre un beneficio sulla salute del
consumatore.
I claim fanno riferimento a qualsiasi comunicazione diretta al consumatore in riferimento
alle proprieta di un alimento, di una sostanza di origine alimentare o di un ingrediente
utilizzato per la produzione di cibo e comprende sia informazioni contenute in etichetta che
spot pubblicitari sotto forma di materiale scritto, orale o visivo.[76]
Secondo la normativa della Comunita Europea relativa alle indicazioni nutrizionali e sulla
salute fornite sui prodotti alimentari, i claim possono essere suddivisi in claim nutrizionali
e claim salutistici.[79]
I claim nutrizionali si riferiscono a qualunque indicazione che affermi, suggerisca o
sottintenda che un alimento abbia particolari proprieta nutrizionali benefiche, dovute:

1. all'energia (valore calorico) che ’alimento apporta, apporta a tasso ridotto o

accresciuto o non contiene ;
2. alle sostanze nutritive o di altro tipo che I’alimento contiene, contiene in

proporzioni ridotte 0 accresciute, 0 non contiene.
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I claim nutrizionali consentiti sono inseriti in uno specifico elenco dell’Unione Europea; ad
oggi, quelli autorizzati sono relativa a: contenuto di energia (a basso contenuto calorico, a
ridotto contenuto calorico o senza calorie), macronutrienti (a basso contenuto
I claim salutistici (0 health claims) che possono essere attribuiti agli alimenti funzionali
pOSSONO essere:
= Claim di tipo A o Functional claim: “miglioramento di una funzione biologica” in
riferimento a specifiche attivita fisiologiche, psicologiche e biologiche di un
nutriente o un non-nutriente, che vanno oltre il loro ruolo accertato nei processi di
crescita e sviluppo o in altre normali funzioni dell’organismo, senza riferimento ad
effetti positivi sulla salute o alla prevenzione di malattie.
= Claim di tipo B o Health claim: “riduzione del rischio di malattia” che si riferisce al
consumo di un alimento o di un componente alimentare che potrebbe contribuire
alla riduzione del rischio di una malattia o di una condizione patologica.
I claim nutrizionali non prevedono una specifica procedura per la loro autorizzazione, ma
devono soddisfare i criteri previsti dalla normativa. Al contrario, gli health claims sono
autorizzati dalle Autorita competenti solo dopo una specifica procedura di valutazione.
I responsabili in materia di assegnazione di “health claims” sono I’European Food Safety
Authority (EFSA) e la Food and Drug Administration (FDA), in Europa e USA,
rispettivamente.
Secondo la normativa vigente in Europa e USA, un health claim pud essere autorizzato
solo dopo una valutazione scientifica indipendente effettuata dall'EFSA e dall’FDA,
rispettivamente. L’iter di valutazione € avviato solo in seguito ad una specifica domanda
trasmessa alle Agenzie da un richiedente, e non per iniziativa delle stesse.
Il principio fondamentale e condiviso da entrambe le Agenzie alla base della procedura di
valutazione e che un health claim deve essere scientificamente corroborato, tenendo conto

della totalita dei dati scientifici disponibili e valutando le evidenze derivanti da studi di
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intervento metodologicamente validi condotti nell’'uomo. Pertanto, il richiedente ha la

responsabilita di fornire tutte le informazioni e i dati relativi alla dimostrazione della

fondatezza scientifica del claim.[76]

In particolare, 'EFSA ha elaborato un formato standard per la preparazione e

presentazione della richiesta di autorizzazione per facilitare i richiedenti a formulare in

modo appropriato e strutturato le domande.[80] Il fascicolo di richiesta deve contenere i

seguenti elementi:

1.

2.

Caratterizzazione dell’alimento/componente. 1 dati sulla caratterizzazione
(digestione, assorbimento, metabolismo, biodisponibilita, potenziale meccanismo
d’azione) dovrebbero essere sufficienti da permettere alle autorita regolatorie di
determinare se la sostanza oggetto di un claim possa determinare 1’effetto per il
quale si richiede il claim. La caratterizzazione e necessaria a fine di stabilire se
I’alimento /costituente oggetto del claim e confrontabile con quelli utilizzati negli
studi presentati a sostegno della fondatezza scientifica del claim. In secondo luogo,
e necessario definire le condizioni d'uso adeguate e fornire informazioni riguardanti
il processo di fabbricazione e la stabilita dell’alimento/costituente.

Rilevanza dell’effetto suggerito per la salute umana. Per ottenere un claim
funzionale, I’effetto fisiologico oggetto del claim deve essere rappresentato da una
funzione dell’organismo specifica che sia correlata ad un effetto benefico per la
popolazione target a cui si rivolge il claim. Inoltre, tale funzione deve poter essere
valutata in vivo nell’uomo con metodi validati. Per i claim di riduzione del rischio
di malattia, 1’effetto benefico oggetto del claim deve essere rappresentato dal
miglioramento di un fattore di rischio per lo sviluppo della patologia. E’ importante
che il fattore di rischio sia un predittore indipendente del rischio di malattia e,
inoltre, che vi sia un rapporto biologicamente plausibile tra il fattore di rischio e lo

sviluppo della malattia.
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3. La dimostrazione di una relazione causa-effetto tra il consumo
dell’alimento/costituente ¢ I'effetto indicato. I richiedenti sono invitati a rivedere
tutte le evidenze disponibili e stabilire se esse siano sufficienti per la fondatezza
scientifica del claim.

Ad oggi solo pochi alimenti/componenti alimentari hanno ottenuto il conferimento di un
“health claim” da parte dell’EFSA o della FDA. In tabella 1 sono riportati i composti
funzionali che hanno ottenuto il claim per il loro effetto su alcuni dei principali fattori di

rischio cardiometabolico.

Tabella 1. Composti funzionali che hanno ottenuto il riconoscimento di un claim salutistico
dal’EFSA e/o dall’FDA per il loro effetto su alcuni dei principali fattori di rischio
cardiometabolico.[76]

Target Composto funzionale EFSA FDA
Peso corporeo Fibra (glucomannano) X
Colesterolo-LDL = Fibra:
= S-glucano X X
= Chitosano X
= Glucomannano X
= Gomma guar X
= HPMC X
= Pectina X
= Psyllium X
= Fitosteroli X X
= Soia X
= Monacolina K (riso rosso fermentato) X X
. L = Dolcificanti (xilitolo, sorbitolo, mannitolo, maltitolo,
Risposta gllcemlca lactitolo, isomalto, eritritolo, D-tagatosio, isomaltulosio, X
postprandiale sucralosio e polidestrosio)
= Fruttosio* X
= Fibra (arabinoxilani, B-glucani, HPMC, pectine, amido X

resistente)
= Amido lentamente digeribile X

HPMC: idrossipropilmetilcellulosa
* Un elevato consumo di fruttosio puo portare a complicanze metaboliche come dislipidemia, insulino-
resistenza e aumentata adiposita viscerale
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5. Scopo e linee di ricerca

Nonostante 1I’importanza della relazione tra assunzione di composti bioattivi di origine
vegetale e modulazione del metabolismo glico-lipidico, ancora pochi studi sono disponibili
in letteratura per valutare tali effetti sull’'uomo, in particolare per quanto concerne i
polifenoli. Inoltre, i meccanismi alla base di tali effetti sono ancora poco chiari.

Pertanto, al fine di chiarire queste problematiche, le linee di ricerca seguite durante il corso
di Dottorato si sono sviluppate in tre tematiche principali:

1. Valutazione degli effetti di una dieta ricca in cereali integrali sulla fermentazione
intestinale e I’importanza di questo processo in relazione al metabolismo glico-
lipidico : Progetto HEALTHGRAIN.

2. Valutazione degli effetti a lungo termine di diete ricche in polifenoli sul
metabolismo glico-lipidico: Progetto ETHERPATHS.

3. Valutazione in acuto degli effetti del consumo di fette biscottate a base di frumento
ricco di amilosio sul metabolismo glico-lipidico e il senso di sazieta in un gruppo di

soggetti a lieve rischio cardiometabolico: Progetto AMILOSIO.
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6. Protocolli sperimentali

6.1 HEALTHGRAIN

Background

Il consumo abituale di cereali integrali e associato alla riduzione del rischio di sviluppare
malattie cardiovascolari, sovrappeso/obesita e diabete tipo 2. [81,82] Uno dei meccanismi
che potrebbe spiegare queste associazioni € la fermentazione della fibra dei cereali ad
opera del microbiota intestinale, che induce la produzione di acidi grassi a catena corta
(SCFA): acetato, propionato e butirrato. Infatti, molti studi hanno speculato sul ruolo degli
SCFA nella modulazione del metabolismo glico-lipidico.[83,84] Tuttavia, le evidenze sono
ancora scarse e controverse.[85-88] Ci0 puo essere dovuto, almeno in parte, all'alta
variabilita della fermentazione della fibra da parte del microbiota intestinale.

Studi in vitro [89, 90] e in vivo [84] hanno dimostrato che il tasso di fermentazione della
fibra & strettamente legato al tipo di cereale integrale. In particolare, segale e orzo
sembrano essere piu fermentescibili rispetto al frumento. Inoltre, la durata di esposizione al
consumo di cereali integrali puo avere un ruolo rilevante. Infatti, uno studio a lungo-
termine (9 mesi) ha mostrato che il consumo di frumento integrale induce la produzione di
SCFA, anche se tale fenomeno richiede tempi lunghi per raggiungere un significativo
aumento plasmatico dei prodotti della fermentazione della fibra.[91]

Tuttavia, gli studi nell’'uomo che hanno valutato la produzione di SCFA dopo un lungo
periodo di esposizione al consumo di fibra di frumento integrale sono limitati; inoltre, le
evidenze derivanti da studi clinici sulla relazione tra SCFA ed effetti metabolici nell’'uomo

SONo scarse.
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Scopo

L’obiettivo di questo studio e stato quello di valutare, in un gruppo di soggetti affetti
da sindrome metabolica, I’effetto sulla concentrazione plasmatica degli acidi grassi a
corta catena a digiuno di una dieta ricca in cereali integrali e a basso indice glicemico
seguita per 12 settimane rispetto ad una dieta ricca in cereali raffinati e ad alto indice
glicemico e di valutare I’importanza di questo processo in relazione al metabolismo
glico-lipidico .

Lo studio ¢ stato svolto nell’ambito del Progetto Europeo “HEALTHGRAIN”,
iniziato nel 2005 e concluso nel 2010 che aveva lo scopo di migliorare il valore
nutrizionale dei cereali integrali e valutare i benefici di questi alimenti sulla salute. Il
Dipartimento di Medicina Clinica e Chirurgia dell’Universita “Federico II” di Napoli
ha partecipato a tale progetto con lo scopo di valutare gli effetti del consumo di
cereali integrali sulla sensibilita insulinica e sul metabolismo glico-lipidico a digiuno
e in fase postprandiale. | risultati di questo studio hanno mostrato che dopo 12
settimane d’intervento la dieta ricca in cereali integrali riduceva in modo
significativo le concentrazioni plasmatiche d’insulina e dei trigliceridi nel periodo
postprandiale rispetto a quella di controllo, a base di cereali raffinati.[92] E’ stato
ipotizzato, che i cereali integrali possono migliorare il metabolismo insulinico e
lipidico nel periodo postprandiale attraverso la fermentazione della fibra e la

produzione di acidi grassi a corta catena.
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Materiali e metodi

Partecipanti. Sono stati reclutati 61 soggetti di entrambi i sessi, con eta compresa tra 40 e
70 anni, affetti da sindrome metabolica secondo i criteri NCEP-ATPIII [93] che prevede la
presenza di 3 o piu delle seguenti anomalie:
1) circonferenza vita >102 cm per gli uomini e > 88 cm per le donne;
2) trigliceridemia a digiuno >150 mg/dl ;
3) colesterolo HDL a digiuno < 40 mg/dl per gli uomini e <50 mg/dl per le donne ;
4) glicemia a digiuno compresa tra 100 e 126 mg/dl o glicemia 2 ore dopo il carico
orale di 75 mg di glucosio > 140 mg/dl e <200 mg/dl.
5) pressione arteriosa >130/85 mmHg o <130/85 mmHg, se in trattamento con farmaci
antipertensivi.
Sono stati esclusi dallo studio i soggetti affetti da diabete mellito, quelli in trattamento con
farmaci in grado di influenzare il metabolismo glicidico e lipidico, con insufficienza renale
(creatinina sierica > 1.5 mg/dl) e insufficienza epatica (ALT/AST > 2 volte rispetto ai
valori normali), anemia (Hb < 12g/dl) e qualsiasi altra malattia cronica.
Tutti i1 partecipanti hanno firmato il consenso informato prima di essere inclusi nello
studio. Il protocollo sperimentale ¢ stato approvato dal Comitato Etico dell’Universita
degli Studi di Napoli “Federico II” e registrato su ClinicalTrials.gov, numero identificativo

NCT00945854.

Disegno dello studio. Lo studio, randomizzato, € stato condotto secondo un disegno a
gruppi paralleli (figura 5). | partecipanti, dopo un periodo iniziale di osservazione
della durata di 4 settimane (run-in), durante il quale hanno continuato a seguire la
dieta abituale e le loro abitudini di vita, sono stati assegnati, in modo casuale, o ad

una “Dieta Health”, a base di cereali integrali e a basso indice glicemico (IG), o ad
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una “Dieta Controllo” a base di cereali raffinati e ad alto IG, per la durata di 12
settimane ciascuna (figura 5). La randomizzazione e stata effettuata con
stratificazione per eta (categorie di 5 anni) e BMI (25-35 Kg/m?).

La dieta Health e quella Controllo erano isoenergetiche in modo da evitare che il
peso corporeo variasse durante lo studio. Le due diete differivano esclusivamente per
il tipo di cereali e per I’indice glicemico. La dieta Health era composta da cereali
integrali e da alimenti a basso indice glicemico mentre la dieta Controllo da cereali
raffinati e alimenti ad alto indice glicemico. La quantita di cereali nelle due diete
rappresentava il 60-80% del consumo quotidiano di carboidrati totali mentre il
restante 20-40% dei carboidrati derivava dalla frutta e verdura. Nella dieta Health gli
alimenti consumati a colazione erano rappresentati dai bastoncini di crusca o da
fiocchi di frumento integrale, a pranzo e/o a cena da spaghetti o altri tipi di pasta
integrale, gnocchi di patate, mais e orzo (Tabella 2). Ogni giorno i pazienti
consumavano circa 250 g di pane che era per il 10% pane di segale integrale, per un
altro 10 % pane di frumento integrale a lievitazione acida, prodotto in Finlandia, e
per 1’80% pane di frumento integrale a lievitazione naturale (madre acida).

Nella dieta Controllo gli alimenti consumati a colazione erano rappresentati da riso
soffiato e/o pane bianco, a pranzo e/o a cena da riso brillato a basso contenuto in
amilosio, purea di patate, pizza, patate e polenta. Anche in questa dieta era previsto
un consumo di circa 250 g di pane che pero era un comune pane bianco di frumento
ottenuto con lievitazione chimica (Tabella 2). Per migliorare e facilitare 1’adesione
alla dieta, ciascun partecipante allo studio ha ricevuto per tutta la durata
dell’intervento sia i prodotti a base di cereali integrali 0 raffinati da consumare sia
alcuni pasti precotti, la cui preparazione avrebbe richiesto tempi troppo lunghi da

parte del partecipanti.
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La composizione bromatologica delle due diete consigliate € riportata in tabella 3. Le
differenze principali si osservano nel quantitativo di fibra, in particolare di quella
derivante dai cereali (32,2 g al giorno nella dieta Health vs. 13.2 g al giorno nella
dieta Controllo), nell’IG (42.3% nella dieta Health vs. 74.8% nella dieta Controllo),
nel Carico Glicemico (117 nella dieta Health vs. 210 nella dieta Controllo) (Tabella
3). La composizione delle diete sperimentali e stata calcolata mediante il software
MetaDieta (Meteda s.r.l., Ascoli-Piceno).

Il fabbisogno energetico della dieta sperimentale & stato definito sulla base
dell’introito energetico abituale individuale valutato mediante il diario alimentare (7-
day food record) completato durante il run-in, e aggiustato per peso corporeo e
giudizio clinico della dietista per evitare la possibile sottostima, comune nei soggetti
in sovrappeso/obesi. Tutti i partecipanti hanno compilato il 7-day food record a4, 8 e

12 settimane per valutare 1’adesione al trattamento dietetico.

Figura 5. Disegno dello studio.

Dieta Controllo (cereali raffinati e alto 1G)

|

Antropometria

a digiuno e postprandiali
SCFA

Parametri clinici ed ematochimici

Run-in
(4 sett.)
7-day food Dieta Health (cereali integrali e basso 1G)
record
0 4 8 12
sett. sett. sett.
7-day food 7-day food 7-day food
record record record

!

Antropometria
Parametri clinici ed ematochimici
a digiuno e postprandiali
SCFA

IG: indice glicemico, SCFA: acidi grassi a corta catena
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Tabella 2. Cereali utilizzati nelle due diete.

Pasto Dieta Health Dieta Controllo
Colazione Bastoncini di crusca Riso soffiato
Fiocchi di frumento integrale
Pranzo Pasta integrale Riso brillato
Gnocchi integrali Purea di patate
Spuntino Biscotto di avena Grissini
Cena Orzo perlato Pizza
Mais in scatola Patate
Polenta
Pane utilizzato 90% di frumento integrale a  Pane di frumento
lievitazione acida bianco

10% di segale

Tabella 3. Composizione media della dieta assegnata e seguita nei due gruppi

sperimentali.

Dieta Health Dieta Controllo
(n=28) (n=26)

Assegnata Seguita Assegnata Seguita
Energia totale (kcal) 1998 2096+435 1986 1961+303
Energia da Alcool (kcal) - 38451 - 32+38
Proteine (%) 21 18.3+x1.4 18 17.0+1.6
Carboidrati (%) 52 52+3.7 53 54.8+3.7
Lipidi totali (%) 27 29.7+3.9 29 28.3+3.6
SFA (%) 7 8.7+1.6 7 8.8+15
Colesterolo totale (mg/die) 150 187455 198 187456
Fibra totale (g/die) 45 407 24 2245
Fibra da cereali (g/die) 32 2916 13 1242
Carico Glicemico 114 123+26 207 192+31
Indice Glicemico 42 4612 75 7243

SFA: acidi grassi saturi

| partecipanti sono stati visitati da un medico e da una dietista al basale, alla fine del

periodo di run-in, e dopo 4, 8 e 12 settimane dall'inizio dello studio. Ad ogni visita

venivano rilevati il peso corporeo, la circonferenza vita, la pressione arteriosa

mediante metodiche standardizzate.[94] Alla fine del run-in e dopo 12 settimane di

intervento dietetico i parametri ematochimici sono stati misurati a digiuno per la

valutazione del metabolismo glico-lipidico e della produzione di SCFA (acetato,
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propionato, butirrato). Inoltre, alla fine del run-in e dopo 12 settimane di intervento,
tutti i partecipanti sono stati sottoposti ad un pasto test della durata di 3 ore per la
valutazione della risposta glico-insulinemica e lipidica postprandiale.

Il pasto test consumato all’inizio dello studio era simile per ambedue 1 gruppi (pasto
a base di cereali raffinati) mentre alla fine dell’intervento il pasto riproduceva la
composizione della dieta effettuata durante I’intervento (a base di cereali integrali 0 a

base di cereali raffinati) (tabella 4).

Tabella 4. Composizione dei pasti test.

Pasto a base di Pasto a base di

Caratteristiche . . L .
cereali raffinati cereali integrali

spaghetti integralil30 g
pane integrale 50 g
prosciutto crudo 100 g

pizza margherita 200 g
prosciutto crudo 100 g

Alimenti pomodori 150¢ pomodori 150 g
oliocEVO 15¢ olio EVO 15 g
mela 1509 mela 150g
Energia (kcal) 927 960
Proteine (%) 18 21
Grassi (%) 30 27
SFA (%) 7 6
Carboidrati (%) 52 52
Fibra totale (g/die) 12 17
Indice Glicemico 71 39
Carico Glicemico 91 51

EVO: extra-vergine di oliva, SFA: acidi grassi saturi

Procedure di laboratorio. Le concentrazioni di colesterolo, trigliceridi e glucosio sono
state dosate con metodi enzimatici-colorimetrici standard (Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim, Germania) sull’autoanalizzatore Cobas Mira (ABX Diagnostics, Montpellier,
Francia). Le concentrazioni di insulina sono state analizzate con metodi ELISA
(DIAsource ImmunoAssays S.A., Nivelles, Belgio) automatizzati sull’autoanalizzatore

Triturus (Grifols Italia SpA, Pisa, Italia).
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La concentrazione di acetato, propionato e butirrato sono state analizzate in
gascromatografia (Hewlett Packard 5890 Series I1), secondo il metodo di Remesey e
Demigne.[95] Prima del dosaggio, 400 ul di plasma sono stati deproteinizzati con 50 pl di
acido metafosforico (16% W/V) a 60°C per 30 minuti e addizionati di 50 pl di standard
interno (acido isovalerico 80 mM). Dopo la centrifugazione (8000 rpm per 30 minuti a
temperatura ambiente) tutti i campioni sono stati filtrati.

Tutte le valutazioni sono state effettuate prima e dopo l'intervento di 12 settimane dal

personale che non era a conoscenza del trattamento seguito dai partecipanti.

Analisi statistica. | risultati dello studio sono stati espressi come mediazerrore standard
della media (SEM), se non diversamente specificato. Le variabili non normalmente
distribuite sono state analizzate dopo la trasformazione logaritmica.

Le differenze tra il run-in ¢ la fine dell’intervento sono state analizzate mediante il t-test di
Student per dati appaiati. Le differenze tra i due trattamenti, espresse come variazioni
assolute osservate (valori a 12 settimane — valori al run-in) sono state valutate mediante
I’analisi della varianza a una via (ANOVA).

Le associazioni tra le variabili dello studio sono state valutate mediante correlazione di
Pearson.

L'analisi statistica e stata eseguita secondo i metodi standard mediante il software

Statistical Package for Social Sciences versione 21.0 (SPSS/PC; SPSS, Chicago, IL, USA).

Risultati

Caratteristiche dei partecipanti. Dei 61 soggetti reclutati nello studio, 54 hanno completato
I’intervento. Si sono verificati 2 drop-out nella Dieta Health e 5 nella dieta Controllo. Il

gruppo assegnato alla Dieta Health era composto da 28 soggetti di cui 16 di sesso
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femminile e 12 di sesso maschile mentre quello assegnato alla dieta Controllo era formato
da 26 soggetti di cui 15 di sesso femminile e 11 di sesso maschile.
Tuttavia, I’analisi degli SCFA ¢ stata effettuata solo su 40 soggetti: 19 soggetti (7 M/12 F)

che hanno seguito la dieta Controllo e 21 soggetti (9 M/12 F) per la dieta Health.

Adesione al trattamento dietetico. Alla fine del run-in, I'introito energetico giornaliero del
gruppo a dieta Health non era significativamente differente da quello del gruppo a dieta
Controllo (1817+520 vs. 1780+420 kcal/giorno) (tabella 3).

Nel gruppo a dieta Health l'introito energetico rispetto al run-in aumentava dell’11,9%, del
16,5% e del 17,6% a 4, 8 e 12 settimane rispettivamente, mentre nel gruppo a dieta
Controllo incrementava del 6,1%, 12,5% e 11,9% rispettivamente. Tali incrementi
energetici erano necessari per mantenere stabile il peso corporeo.

Alla fine del run-in il gruppo a dieta Health non differiva da quello a dieta Controllo per
introito di carboidrati (49.8+5.1% vs. 51.0+5.0%), grassi (33.1+5.1 vs. 32.0+4.8%),
proteine (17.1+£3.3 vs. 17.1+2.5%) e fibre (20.3£6.0 vs. 20.4+5.3 g/giorno) (tabella 3).

La composizione delle diete effettuate nei due gruppi € risultata sovrapponibile a quelle
previste dal protocollo eccetto per il piu basso contenuto in proteine nella dieta Health,
indicando una soddisfacente adesione al trattamento da parte dei soggetti. Nessuna
differenza in macronutrienti € stata osservata tra il gruppo a dieta Health e quello a dieta
Controllo ma, in accordo al disegno dello studio, il gruppo assegnato alla dieta Health
aveva un consumo di fibra da cereali significativamente maggiore (296 g al giorno contro
I 1242 g al giorno della Dieta Controllo) e I’indice glicemico (46+2 vs. 72+3%) e il carico
glicemico (123+26 vs. 192+31) significativamente inferiori rispetto a quello assegnato alla
dieta Controllo (tabella 3).

L’adesione ottimale al trattamento dietetico e stata confermata dal dosaggio plasmatico di

alchilresorcinolo, un marcatore validato del consumo di cereali integrali.[96] Infatti, e stata
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riscontrata una differenza statisticamente significativa tra le variazioni di tale marcatore nei
due gruppi di intervento (88.3 +16 versus -19.7+7.0 nmol/L, Dieta Health e Dieta

Controllo, rispettivamente, p < 0.001).

Parametri ematochimici a digiuno e postprandiali. Per quanto riguarda i parametri
ematochimici a digiuno, al run-in il gruppo assegnato alla Dieta Health non era differente
da quello assegnato alla dieta Controllo per i valori plasmatici di glicemia, insulina,
trigliceridi, colesterolo totale e colesterolo HDL. Questi parametri non si modificavano
dopo le 12 settimane d’intervento con la dieta Health e la dieta Controllo rispetto ai valori
basali (tabella 5) e nessuna differenza e stata osservata tra i 2 gruppi.

Le concentrazioni di SCFA sono mostrate in tabella 6. Non sono state osservate differenze
significative tra i due gruppi sperimentali per le concentrazioni di acetato, propionato e
butirrato al run-in. Alla fine dell’intervento nutrizionale, € stato osservato un incremento
rispetto al run-in delle concentrazioni a digiuno di propionato nel gruppo a dieta Health
mentre una riduzione di tale parametro & stata osservata nel gruppo che seguiva la dieta
Controllo. Di conseguenza, le variazioni assolute di propionato (calcolata come valore 12
settimane - valore al run-in) risultavano differenti in maniera statisticamente significativa
(1.50+1.0 vs.:-1.30£0.9 mmol/L, dieta Health e dieta Controllo, rispettivamente, p:0.048;
tabella 6).

Per quanto riguarda la risposta al pasto test, nessun effetto significativo del trattamento
sperimentale e stato osservato sulla risposta glicidica. Invece, dopo 12 settimane di
intervento é stata rilevata una riduzione significativa della risposta insulinica e della
risposta dei trigliceridi in fase postprandiale nel gruppo a dieta Health rispetto alla dieta
Controllo (risposta insulinica postprandiale: -17.2+10 vs. 13.6+£6.7 mU/mL, dieta Health e
dieta Controllo, rispettivamente; risposta dei trigliceridi postprandiale: -22.6 + 13 vs.

11.6+8.9 mg/dL, dieta Health e dieta Controllo, rispettivamente)
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Tabella 5. Parametri ematochimici a digiuno nei due gruppi di soggetti al run-in e dopo 12

settimane di trattamento.

Dieta Controllo Dieta Health ANOVA
(n=19) (n=21) per A
Run-in .12 A Run-in .12 A
settimane settimane

Eta 58.4+1.6 57.2+1.9
(anni)
Sesso
T 7/12 9/12
('?(';]’}:nz) 315413 313+13 -020+0.2 321#14 31.9+14 -0.20202  0.992
(Gn']g/%rl‘;'a 10542.8 105402 -0.72+#15 103+2.2  103+2.7 -0.38+1.7  0.882
Insulina

118413 11.7+#1.6 -011#15 14.1+19 133+11 -047+09 0.726
(uU/ml)
HOMA 3.08+03 3.09+05 00104 361+05 3.36+0.3 -025+0.3  0.615
(Tnzg'(;f;’“d' 133495  136+13  2.95+12  153+36  137#15  -169+28  0.538
?n?é‘;;:‘;ro'o totale 01488  208£7.5  6.47+50 200410 20110 110451  0.457
HDL-colesterolo 457,95 398415 111412 420832  423:3  -062+12 0324

(mg/dl)

A: variazione assoluta (valore 12 settimane — valore al run-in), BMI: body mass index, HDL.: lipoproteine ad
alta densita , HOMA: Homeostasis Model Assessment .
I dati sono espressi come media +SEM.

Tabella 6. Concentrazione plasmatica di acetato, propionato e butirrato a digiuno nei due

gruppi di soggetti al run-in e dopo 12 settimane di trattamento.

SCFA Dieta Controllo Dieta Health ANOVA
(umol/L) (n=19) (n=21) per A
Run-in .12 A Run-in .12 4

settimane settimane
Acetato 204420 178+20 -26.1+18 179+14 154+18 -25.2+20 0.974
Propionato 7.58+1.1 6.29+0.9 -1.30+0.9 5.61+0.6 7.11+0.9 1.50+1.0 0.048
Butirrato 5.58+0.9 5.69+0.9 0.11+0.7 4.37+0.6 4.74+0.6 0.37+0.7 0.623

A: variazione assoluta (valore 12 settimane — valore al run-in), SCFA: acidi grassi a corta catena.
I dati sono espressi come media +SEM.
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Relazioni tra gli SCFA e le variabili in studio. Dopo 12 settimane di intervento
nutrizionale, la variazione assoluta del propionato (calcolata come valore 12 settimane -
valore al run-in) era associata in maniera significativa all’intake di fibra da cereali
introdotta con la dieta ( r : 0.358, p: 0.023; figura 6).

Non sono state riscontrate correlazioni significative tra le concentrazioni di SCFA e i
parametri clinici valutati nello studio. Tuttavia, stratificando i partecipanti allo studio per la
variazione assoluta di propionato (valore mediano: 0.0500 umol/L), € stata osservata una
minore risposta insulinica media nel periodo postprandiale nei soggetti con valori di
propionato al di sopra della mediana rispetto ai soggetti con valori di propionato al di sotto

della mediana (-17.4 vs. 12.4 mU/mL, rispettivamente, p: 0.022; figura 7).

Figura 5. Correalzione di Pearson tra la variazione assoluta di propionato a digiuno e

I’intake di fibra da cereali con la dieta
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A: variazione assoluta (valore 12 settimane — valore al run-in).
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Figura 7. Variazione dell’incremento medio di insulina nel periodo postprandiale dopo

stratificazione per la variazione assoluta di propionato.

Il | propionato [ T propionato

30

15

_(uU/mle2h)
o

-15

A incremento medio dell’insulina
nel periodo postprandiale

-30 *

A: variazione assoluta (valore 12 settimane — valore al run-in).
*n: 0.020 (vs. soggetti sotto la mediana, ANOVA a una via).

Discussione

I risultati dello studio mostrano che 1’adesione a una dieta ricca in cereali integrali per un
periodo di 12 settimane induce un aumento significativo delle concentrazioni plasmatiche
di propionato a digiuno. Inoltre, tale incremento € correlato in maniera significativa
all’intake di fibre da cereali. Questi risultati sono supportati dall’ottima adesione alle diete
raccomandate, dimostrata dal dosaggio plasmatico di alchilresorcinolo, un marcatore del
consumo i cereali integrali.

I risultati dello studio suggeriscono che anche la fibra presente negli alimenti prodotti con
farina di frumento integrale, come quella presente in altri tipi di cereali integrali, puo
essere efficacemente fermentata da parte del microbiota intestinale in 12 settimane.

In uno studio precedente, la produzione di acidi grassi a corta catena era rilevabile solo

dopo 9 mesi di consumo di frumento integrale, nonostante la quantita di fibra fosse
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sovrapponibile a quella presente nella nostra dieta sperimentale (40,0 vs. 40,2 g/die,
rispettivamente).

Nel nostro studio, e stata osservata una riduzione significativa della risposta insulinica
postprandiale nei soggetti al di sopra della mediana della concentrazione plasmatica di
propionato a digiuno rispetto ai soggetti al di sotto della mediana. Questo risultato € in
linea con altri studi che hanno indagato ’effetto del propionato sulla risposta insulinica
postprandiale.[97-100]

Nello studio HEALTHGRAIN [92] non e stato osservato alcun miglioramento della
sensibilita insulinica periferica (valutata mediante indici IVGTT-derivati); pertanto, la
riduzione della risposta insulinica postprandiale osservata era legata ad una migliore
sensibilita insulinica a livello splancnico. Il propionato e un prodotto della fermentazione
intestinale della fibra e, dopo | ‘assorbimento intestinale, raggiunge il fegato dove é
metabolizzato. Pertanto, possiamo ipotizzare che un aumento della produzione di
propionato nel colon in seguito alla dieta ricca in cereali integrali sia in grado di migliorare
I'azione dell'insulina a livello epatico.

Purtroppo, nello studio non é stata effettuata alcuna misurazione della sensibilita insulinica
epatica. Tuttavia, Luo et al.[101] hanno dimostrato che il consumo per 4 settimane di
fruttooligasaccaridi a catena corta, fibre altamente fermentescibili, riduce la produzione di
glucosio epatico in un gruppo di individui sani; tale risultato, & in linea con un
Senza dubbio, un intervento dietetico in grado di migliorare la sensibilita insulinica
postprandiale a livello splancnico rappresenta un presidio importante per la prevenzione e
la cura delle malattie cardio-metaboliche. | risultati di questo studio, in accordo alle
evidenze disponibili in letteratura, suggeriscono che il consumo abituale di frumento

integrale puo rappresentare un valido strumento per raggiungere questo obiettivo.
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Un limite del nostro studio € rappresentato dal dosaggio degli SCFA nel sangue periferico,
che non ci ha consentito di valutare la quantita di SCFA che raggiunge il fegato (che
rappresenta il principale sito dei loro effetti). Il dosaggio degli SCFA nelle feci sarebbe
stato utile per valutare 1’entita della fermentazione intestinale nei due gruppi sperimentali;
purtroppo, non sono stati raccolti campioni di feci durante lo studio. Inoltre, non abbiamo
informazioni sulla composizione del microbiota intestinale.

I punti di forza del nostro studio sono rappresentati dal disegno di studio ben controllato,
dall’adesione ottimale all’intervento dietetico di tutti i partecipanti e dalla prolungata
esposizione ad un elevato consumo di frumento integrale.

In conclusione, il consumo abituale di alimenti a base di farina di frumento integrale é in
grado di promuovere la fermentazione intestinale di fibra, come suggerito dall'aumento
delle concentrazioni di propionato a digiuno osservate alla fine del trattamento
sperimentale (Dieta Health).

Inoltre, il propionato pud essere coinvolto nella riduzione dei livelli insulinici postprandiali

osservata dopo il consumo di cereali integrali.
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6.2 ETHERPATHS

Background

L’alimentazione, grazie alla sua azione pleiotropica su molteplici meccanismi, puo avere
un ruolo di primaria importanza nel prevenire o correggere contemporaneamente diversi
fattori di rischio cardiometabolico. Tra questi fattori di rischio, le alterazioni del
metabolismo glico-lipidico a digiuno e nel periodo postprandiale sono sicuramente tra
quelli piu rilevanti.[102,103]

Tra i vari componenti della dieta che potrebbero influenzare il metabolismo, i polifenoli
hanno suscitato molto interesse.

Numerosi studi epidemiologici hanno suggerito che i polifenoli possano esercitare un ruolo
importante nella prevenzione delle malattie cardiovascolari e del diabete. [104-107]

Le evidenze derivanti da studi di intervento che hanno indagato il ruolo svolto dai
polifenoli nella prevenzione del rischio cardiovascolare sono scarse e presentano risultati
contrastanti. In particolare hanno evidenziato gli effetti di polifenoli contenuti in singoli
alimenti (té, cioccolato, vino rosso, etc.) e non di diete contenenti diverse fonti di
polifenoli.[108-114] D’altra parte se gli effetti dei polifenoli non sono chiari, ancora piu

sconosciuti sono i meccanismi attraverso cui essi potrebbero agire.

Scopo

Valutare ’effetto a medio termine (8 settimane) di diete a diverso contenuto di polifenoli

sul metabolismo glico-lipidico a digiuno e in fase postprandiale in individui ad elevato

rischio di sviluppare diabete e malattie cardiovascolari.
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Materiali e metodi

Partecipanti. Sono stati reclutati 86 soggetti, di ambo i sessi, di etd compresa tra 35 e 70
anni, in sovrappeso/obesi (27-35 kg/m?), con circonferenza vita elevata (>102 cm
nell’'uvomo e >88 cm nella donna) e almeno un altro parametro caratteristico della sindrome
metabolica secondo i criteri NCEP-ATPIII [93]:

e trigliceridemia a digiuno >150mg/dl;

e HDL- colesterolo a digiuno <40 mg/dl e nell’'uvomo e <50 mg/dl nella donna;

e pressione arteriosa > 130/85 mmHg;

e glicemia a digiuno >100 mg/dl.
| criteri di esclusione erano: eta <35 e >70 anni, trigliceridemia a digiuno >400 mg/dl,
colesterolemia a digiuno >270 mg/dl, eventi cardiovascolari nei 6 mesi precedenti allo
studio (infarto del miocardio o ictus), diabete mellito o qualsiasi altra patologia cronica,
attivita fisica intensa, insufficienza renale o epatica (creatinina >1.7 mg/dl e ALT/AST >2
volte i valori normali, rispettivamente), anemia (Hb <12 g/dl), assunzione di farmaci anti-
inflammatori o ipolipemizzanti. Tutti i partecipanti hanno firmato il consenso informato
prima di essere inclusi nello studio. Il protocollo sperimentale & stato approvato dal
Comitato Etico dell’Universita degli Studi di Napoli “Federico II” e registrato su

ClinicalTrials.gov, numero identificativo NCT01154478.

Disegno dello studio. Lo studio e stato condotto secondo un disegno fattoriale 2x2 (Figura
8). Lo studio e stato preceduto da un periodo di osservazione di 3 settimane (run-in)
durante il quale i partecipanti hanno continuato a seguire la loro dieta abituale. Alla fine
del run-in, i partecipanti sono stati assegnati, in maniera del tutto casuale, ad uno dei
seguenti trattamenti nutrizionali per un periodo di 8 settimane:

e Gruppo A: dieta a basso contenuto di acidi grassi ®3 e polifenoli (Dieta Controllo).
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e Gruppo B: dieta ricca in acidi grassi ®3 e povera in polifenoli (Dieta Omega-3).

e Gruppo C: dieta ricca in polifenoli e povera in acidi grassi ®3 (Dieta Polifenoli).

e Gruppo D: dieta ricca sia in acidi grassi ®3 sia in polifenoli (Dieta Omega-3 +

Polifenoli).

La randomizzazione, stratificata per eta, sesso, BMI e trigliceridi plasmatici, e stata
effettuata  con il metodo di minimizzazione utilizzando il software MINIM
(www.users.york.ac.uk). Le quattro diete erano isoenergetiche, per evitare le variazioni di
peso corporeo durante lo studio, ed avevano la stessa composizione in macro e
micronutrienti. (Tabella 7).
Tuttavia, ai soli fini di questa tesi di Dottorato, le diete sono state raggruppate in accordo al
contenuto di polifenoli, considerando la Dieta Controllo e la Dieta Omega-3 come “diete a
basso contenuto di polifenoli” e la Dieta Polifenoli e la Dieta Omega-3+ Polifenoli come
“diete ad alto contenuto di polifenoli”. Tale metodologia ¢ resa possibile dal disegno

fattoriale 2x2 dello studio che permette di valutare separatamente 1’effetto dei polifenoli,

degli acidi grassi omega 3 e della loro interazione.

Figura 8. Disegno dello studio

DIETA A i i 3 | ey
4 polifenoli {w-3 Diete a basso
contenuto
. ) di polifenoli
DIETA B 4 polifenoli T w-3
Run-in
(3 sett.)
7-day food DIETA C 1 polifenoli Y w-3  =—— Diete a alto
record contenuto
di polifenoli
DIETA D 1 polifenoli Tw-3
0 4 sett. 8 sett.
‘ 7-day food record | | 7-day food record |
Antropometria Antropometria
Parametri clinici ed ematochimici Parametri clinici ed ematochimici
a digiuno e postprandiali a digiuno e postprandiali
OGTT OGTT
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La differenza in polifenoli é stata ottenuta mediante la selezione di alimenti e bevande
naturali presenti in commercio. Le maggiori fonti di polifenoli erano rappresentate da:
carciofi, cipolle, rucola, spinaci, arance, succo di mirtillo, cioccolato fondente, caffé
decaffeinato, te decaffeinato e olio extra-vergine di oliva. (Tabella 8).

La composizione delle diete sperimentali e stata calcolata mediante il software
MetaDieta (Meteda s.r.l., Ascoli-Piceno). | dati relativi al contenuto di polifenoli e
I’indice ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) sono stati ottenuti da tabelle
nutrizionali specifiche.[115] Il contenuto di polifenoli di te, caffe, cioccolato e succo di
mirtilli e stato misurato direttamente mediante il saggio di Folin-Ciocalteu.[116] I
fabbisogno energetico della dieta sperimentale ¢ stato definito sulla base dell’introito
energetico abituale individuale valutato mediante il diario alimentare (7-day food
record) completato durante il run-in, e aggiustato per peso corporeo e giudizio clinico
della dietista per evitare la possibile sottostima, comune nei soggetti in
sovrappeso/obesi. Tutti i partecipanti hanno compilato il 7-day food record a 4 e 8
settimane per valutare [’adesione al trattamento dietetico. L’adesione alle diete
raccomandate ¢ stata considerata adeguata se l’introito era almeno 1’80% di quello
raccomandato. Per aumentare I’adesione al trattamento, gli alimenti e le bevande sono
stati forniti ai partecipanti per tutta la durata del protocollo sperimentale. I pasti che
necessitavano una preparazione sono stati cucinati e confezionati da un servizio di
catering qualificato, sotto la supervisione di una dietista. Inoltre, tutti i partecipanti sono
stati contattati ogni settimana da una dietista per rinforzare la motivazione a proseguire
correttamente lo studio. All’inizio e alla fine dello studio sono state rilevate le misure
antropometriche, mediante metodiche standardizzate [94] e tutti i partecipanti sono stati
sottoposti ad un test da carico orale di glucosio (OGTT) della durata di 3 ore per la

valutazione della tolleranza glicidica.
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Inoltre, é stato valutato il profilo glico-lipidico a digiuno e dopo un pasto test (1000

kcal, Tabella 9). Il pasto test aveva una composizione nutrizionale he rispecchiava

quella della dieta assegnata (Tabella 9).

A digiuno e ogni ora, per una durata totale di 6 ore, sono stati effettuati dei prelievi ematici

per analizzare le concentrazioni di colesterolo e trigliceridi, nel plasma e nelle VLDL

grandi). Inoltre, ai partecipanti e stato chiesto di raccogliere un campione di urina

proveniente dalla raccolta delle 24 ore per il dosaggio dell’8-isoprostano, un marcatore di

stress ossidativo, e per la valutazione dei metaboliti dei polifenoli come marcatori di

compliance alla dieta.

Tabella 7. Composizione media della dieta assegnata e seguita nei gruppi sperimentali.

Diete a basso
contenuto di polifenoli

Diete a alto

contenuto di polifenoli

Composizione

Assegnata Seguita® Assegnata
Mean Mean SD Mean Mean
Energia (kcal) 2500 2497 3 2500 2503 1
Proteine (%) 16 16 1 16 16 0.6
Grassi (%) 34 33 2 34 34 1
Colesterolo (mg) 195 188 29 187 192 20
Carboidrati (%) 51 51 2 51 50 2
Zuccheri (%) 20 20 1.3 20 20 1.3
Fibra (9) 29 27 4 28 27 2
Polifenoli totali (mg) 363 356 70 2868 272 328
Flavonoidi:
Flavoni (mg) 2.3 2.4 0.6 7.6 267" 83
Flavonoli (mg) 6.4 6.4 0.9 223 197* 74
Flavan-3-oli (mg) 0.2 0.2 0.4 1194 1041 262
Flavanoni (mg) 9.3 8.2 6 102 84* 32
Antocianidine (mg) 34 23 11 111 89™ 45
Isoflavoni (mg) 0.0 0.0 0.0 0.02 0.02 0.0
Acidi fenolici (mg) 311 315 71 1245 1162* 224

8 Calcolata come media dei 7 day-food record compilati durante lo studio.

*p<0.001 vs Diete a basso contenuto di polifenoli (ANOVA).
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Tabella 8. Principali alimenti caratterizzanti le diete sperimentali.

Diete a basso Diete a alto
contenuto di polifenoli | contenuto di polifenoli
Latte parzialmente Te verde
scremato decaffeinato
Marmellata Marmellata
di arance di mirtilli
Minestrone Carciofi
Cavolfiore Spinaci
Peperoni Rucola
Zucca Cipolle
Olio d’oliva Olio EVO
Cioccolato bianco Cioccolato fondente
Caffe decaffeinato n.1 Caffe decaffeinato n.7

EVO: olio extra-vergine di oliva

Tabella 9. Composizione del pasto test.

Caratteristiche Diete a_bassp _ Diete a_alto_ _
contenuto di polifenoli  contenuto di polifenoli

Energia (kcal) 998 998

Proteine (%) 12 12

Grassi (%) 57 57

SFA (%) 31 31

Carboidrati (%) 31 31

Polifenoli (mg) 50 770

Procedure di laboratorio. Le VLDL grandi (Sf 60-400) sono state isolat3 dal plasma
mediante ultracentrifugazione per gradiente di densita discontinua, come precedentemente
descritto.[117] Le HDL sono state isolate dal plasma mediante metodo di precipitazione
con acido fosfotungstenico/cloruro di magnesio. Il colesterolo LDL € stato calcolato
mediante la formula di Friedewald. Le concentrazioni di colesterolo, trigliceridi e glucosio
sono state dosate con metodi enzimatici-colorimetrici standard (Roche Molecular
Biochemicals, Mannheim, Germania) sull’autoanalizzatore Cobas Mira (ABX Diagnostics,
Montpellier, Francia). Le concentrazioni di insulina (DIAsource ImmunoAssays S.A.,
Nivelles, Belgio) e GLP-1 (Merck-Millipore, Darmstadt, Germania) sono state analizzate

con metodi ELISA automatizzati sull’autoanalizzatore Triturus (Grifols Italia SpA, Pisa,
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Italia). Il dosaggio dell’8-isoprostano nelle urine é stato eseguito con un metodo immuno-
enzimatico manuale (Cayman EIA kit) e letto in spettrofotometria (DiaSorin EtiStar). Tutte
le valutazioni sono state effettuate prima e dopo l'intervento di 8 settimane dal personale

che non era a conoscenza del trattamento seguito dai partecipanti.

Calcoli. La risposta postprandiale al pasto o al carico orale di glucosio sono state valutate
come area sotto la curva (tAUC) che ¢ stata calcolata con il metodo trapezoidale. Inoltre,
sono stati calcolati i seguenti indici OGTT-derivati:

e Insulino-sensibilita a digiuno, valutata con I’indice QUICKI (quantitative insulin
sensitivity check index: 1/log (glicemia a digiuno, mg/dl) + log (insulina a digiuno,
mU/L).[118]

e Secrezione insulinica, valutata con 1’indice HOMA-B (homeostasis assessment
method of the beta-cell: [(360 insulina ¢ digiuno, mU/L)/(glicemia a digiuno, mg/dl
- 63)].[119]

e Secrezione precoce dell’insulina (tAUC insulina 0-30 minuti)

e Insulino-sensibilita post-carico, mediante 1’indice OGIS (oral glucose insulin
sensitivity method). [118]

e Secrezione insulinica post-carico, mediante 1’indice di funzione p-cellulare

(rapporto tAUC insulina/tAUC glucosio).[118]

Analisi statistica. Al fine di rilevare una differenza del 30% della tAUC dei trigliceridi nei
chilomicroni e nelle VLDL larghe dopo un pasto ricco di grassi, tra i 4 trattamenti
sperimentali, con una potenza di 80% al 5% livello di significativita, dovevano essere
reclutati 80 pazienti. Tale differenza é clinicamente rilevante e corrisponde alla differenza
osservata tra i pazienti affetti da diabete tipo 2 e controlli sani in uno studio precedente. |
risultati dello studio sono stati espressi come mediatdeviazione standard (SD), se non
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diversamente specificato. Le variabili non normalmente distribuite sono state analizzate
dopo la trasformazione logaritmica. | dati sono stati analizzati per intention to treat in tutti
I soggetti che hanno completato lo studio. Un'analisi per protocol avrebbe comunque
prodotto gli stessi risultati perché tutti i partecipanti erano complianti al trattamento. Le
differenze tra i quattro gruppi al basale sono state testate con ’ANOVA (Analisi della
Varianza) e I’analisi post-hoc (LSD). Gli effetti di polifenoli, acidi grassi ®3 e della loro
interazione, sono stati valutati con I’ANOVA a due fattori prendendo in considerazione le
variazioni assolute osservate (valori a 8 settimane — valori basali) aggiustate utilizzando i
valori basali come covariata. Infine, gli effetti dei trattamenti dietetici sui profili post-
prandiali (OGTT, pasto test) sono stati valutati in con un modello lineare generale per
misure ripetute.

Al fine di questa analisi secondaria, sono stati presi in considerazione i principali risultati
clinici beneficiari di polifenoli (i trigliceridi postprandiali nel plasma e il grande VLDL, il
colesterolo postprandiale nella grande VLDL, la risposta alla glucosio post-carico di
glucosio (OGTT), la secrezione precoce dell'insulina e gli isoprostani urinari come
marcatori di lo stress ossidativo).

Le associazioni tra le sottoclassi di polifenoli (acidi fenolici, flavonoidi, antocianidine,
flavoni, flavan-3-ol, flavonoli e flavanoni) e le variabili dello studio sono state valutate
mediante correlazione di Spearman. Successivamente, le correlazioni sono state aggiustate
per gli effetti di sesso, eta e indice di massa corporea (BMI) usando un modello lineare
generalizzato per l'analisi univariate. Infine, & stata utilizzata un'analisi di regressione
lineare, eseguita con un modello stepwise, per identificare la classe di polifenoli piu
correlata all’effetto sul parametro ematochimico (utilizzato come variabile dipendente).
L'analisi statistica & stata eseguita secondo i metodi standard mediante il software

Statistical Package for Social Sciences versione 21.0 (SPSS/PC; SPSS, Chicago, IL, USA).

52



Risultati

Poiché I’analisi statistica non ha evidenziato nessun effetto significativo degli acidi grassi
omega 3 o della loro interazione, i risultati dello studio degli outcome metabolici saranno
presentati raggruppando le diete a basso contenuto di polifenoli (Dieta Controllo e Dieta
Omega-3) e le diete ad alto contenuto di polifenoli (Dieta Polifenoli e Dieta Omega-3 +

Polifenoli).

Caratteristiche dei partecipanti. Settantotto soggetti hanno completato lo studio (diete a
basso contenuto di polifenoli n=39 e diete ad alto contenuto di polifenoli n=39) e sono stati
inclusi nell’analisi. Al basale, i partecipanti assegnati ai gruppi sperimentali erano
sovrapponibili per eta, peso corporeo, BMI, pressione arteriosa, concentrazioni
plasmatiche di lipidi, glucosio, insulina, GLP-1 e insulino-sensibilita valutata con I’indice
QUICKI. Inoltre, 25 partecipanti avevano alterata glicemia a digiuno (IFG) (diete a basso
contenuto di polifenoli n=11 e diete ad alto contenuto di polifenoli n=14); 8 partecipanti
avevano una ridotta tolleranza al glucosio (IGT) (diete a basso contenuto di polifenoli n=5
e diete ad alto contenuto di polifenoli n=3); 18 partecipanti hanno avuto IFG + IGT (diete a
basso contenuto di polifenoli n=9 e diete ad alto contenuto di polifenoli n=9). Il peso
corporeo € stato relativamente stabile durante l'intervento, con piccole riduzioni a 8
settimane (diete a basso contenuto di polifenoli: -0.62 + 0.98 kg e diete ad alto contenuto
di polifenoli: -0.44 + 0.72 kg). La circonferenza vita non & cambiata significativamente
durante l'intervento (diete a basso contenuto di polifenoli: -0.95 + 1.4 cm e diete ad alto

contenuto di polifenoli: Dieta Polifenoli: -0.90 = 1.5 cm).

Adesione al trattamento dietetico. L’adesione al trattamento dietetico € stata ottimale in
tutti i gruppi sperimentali (Tabella 7). Come atteso, le diete erano differenti esclusivamente

per ’indice ORAC (Oxigen Radical Antioxidant Capacity) e il contenuto di polifenoli.
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Nessuna differenza é stata riscontrata per macronutrienti, fibre e contenuto di vitamine.
Tutti i soggetti erano nei limiti di assunzione definiti per una buona adesione per ciascun

componente alimentare.

Metabolismo lipidico - Lipidi e lipoproteine a digiuno. Dopo 8 settimane le diete ricche in
polifenoli e stata osservata una riduzione significativa dei trigliceridi a digiuno (p=
0.0023). Le concentrazioni di colesterolo totale e la frazione LDL non sono state
influenzate in maniera significativa dai diversi interventi dietetici. Per quanto riguarda le
concentrazione dei lipidi nelle VLDL grandi e nelle HDL, ¢ stata riscontrata una riduzione
significativa sia dei trigliceridi che del colesterolo per effetto dei polifenoli (Tabella 10).

Tabella 10. Variazioni assolute di colesterolo, trigliceridi e indici di tolleranza glicidica a
digiuno.

Parametri Diete a_bass_o . Diete a alto_ . pvalue*
contenuto di polifenoli ~ contenuto di polifenoli

Plasma (mg/dl)

-Trigliceridi 5.0+52 -16+36 0.023

-Colesterolo -5.0+22 -5.0+22 0.859
VLDL grandi (mg/dl)

-Trigliceridi -1.1+35 -14+26 0.016

-Colesterolo -0.1+6.5 2.0+4.9 0.045
HDL (mg/dl)

-Trigliceridi 0.245.8 -3.1+5.2 0.017

-Colesterolo 0.1+3.9 3.0+4.8 0.005
LDL-Colesterolo (mg/dl) -3.1+15 -0.6+17 0.088
Glicemia (mg/dl) 104+12 102+10 0.882
Insulina (uU/ml) 18+6.0 19+6.0 0.449
QUICKI 0.001+0.003 -0.002+0.005 0.804
HOMA-B (%) -1248.5 -3.26%11 0.979

*effetto dei polifenoli (ANOVA a 2 fattori).

Metabolismo Lipidico - Lipidi e lipoproteine nel periodo postprandiale. Le variazioni
assolute (8 settimane meno basale) della risposta postprandiale dei lipidi osservate dopo
I'intervento sono mostrati in Figura 9. Dopo 8 settimane di trattamento nutrizionale, € stata

osservata una riduzione statisticamente significativa della tAUC dei trigliceridi plasmatici
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dopo il pasto per effetto dei polifenoli (p=0.041; figura 9). La tAUC del colesterolo totale
del plasma non si & modificata in modo significativo con nessuna delle diete sperimentali
(dati non riportati). Nelle VLDL grandi sia la tAUC dei trigliceridi che quella del
colesterolo diminuivano nei gruppi assegnati alle diete ricche in polifenoli (p=0.004 e
p=0.013, per trigliceridi ed colesterolo, rispettivamente; figura 9).

Stress ossidativo. Al basale, non sono state osservate differenze nelle concentrazioni
urinarie di 8-isoprostano (diete a basso contenuto di polifenoli: 1106 = 480 ng/24h e diete
ad alto contenuto di polifenoli: 1409 + 706 ng/24h). Dopo 8 settimane, le concentrazioni di
8-isoprostano diminuivano nei gruppi assegnati alle diete ricche in polifenoli (p=0.012

ANOVA a due fattori; figura 10).

Figura 9. Variazioni assolute della risposta lipidica postprandiale nel plasma e nelle VLDL

grandi.
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I dati sono espressi come M+SEM.
* p<0.05 per effetto dei polifenoli (ANOVA a due fattori)
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Figura 10. Variazioni assolute della concentrazione urinaria di 8-isoprostano.

D Diete a basso contenuto di polifenoli (n=39) . Diete a alto contenuto di polifenoli (n=39)
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I dati sono espressi come M+SEM.
* p<0.05 per effetto dei polifenoli (ANOVA a due fattori)

Metabolismo glicidico (OGTT) - Glicemia, insulina e indici a digiuno. L'intervento di 8
settimane non ha indotto alcuna variazione significativa delle concentrazioni plasmatiche
di glucosio e di insulina e degli indici di insulino-sensibilita e capacita di secrezione

insulinica (tabella 10).

Metabolismo glicidico (OGTT) - Glicemia, insulina e indici derivati. Dopo 8 settimane di
intervento, le variazioni assolute della glicemia e dell’insulina dopo carico di glucosio sono
riportati in Figura 4, sia come singoli punti temporali sia come tAUC. La risposta
glicemica diminuiva in modo significativo per effetto dei polifenoli (p=0.036 ANOVA a
due fattori). Per quanto riguarda la variazione assoluta dell’insulina plasmatica, nessuna
differenza significativa € stata riscontrata, sia come singoli punti temporali sia come tAUC,

tra i gruppi sperimentali (Figura 10).
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Tuttavia, prendendo in considerazione la fase precoce della secrezione di insulina (tAUC

0-30 minuti; Figura 11), é stato riscontrato un aumento nei gruppi che seguivano le diete

ricche in polifenoli (p=0.048).

Gli indici OGTT-derivati sono mostrati in Figura 11. Nessun effetto significativo e stato

osservato sulle variazioni assolute della funzione B-cellulare e della sensibilita insulinica,

valutata mediante indice OGIS, sebbene un aumento di tali parametri sia stato osservato

nei gruppi che seguivano le diete ricche in polifenoli.

Figura 10. Variazioni assolute della glicemia e dell’insulina durante I’OGTT.
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8 Modello Lineare Generalizzato per misure ripetute.
* p<0.05 per effetto dei polifenoli (ANOVA a due fattori)
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Figura 11. Variazioni assolute della secrezione precoce dell’insulina, della funzione -
cellulare e dell’indice OGIS durante I’OGTT.
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| dati sono espressi come M+SEM.
* p<0.05 per effetto dei polifenoli (ANOVA a due fattori)

Metabolismo glicidico (Pasto test). Le variazioni assolute di glicemia, insulina e GLP-1
osservate dopo 8 settimane di intervento sono mostrate in figura 12, sia come singoli punti
temporali che come tAUC dopo il pasto test.

Nessun effetto significativo dei polifenoli & stato osservato sulla risposta glicemica e
insulinemica o sulle concentrazioni di GLP-1 nel periodo postprandiale, sia come profilo

che come tAUC (Figura 12).
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Figura 12. Variazioni assolute della glicemia, dell’insulina e del GLP-1 durante il pasto

test.

D Diete a basso contenuto di polifenoli (n=39) . Diete a alto contenuto di polifenoli (n=39)

2 4
1
E_
E3
_1 4
-2
0 60 120 240 360
minuti
200 -
100 +
g
25
gz
= = 0 -
2L W\!—D
=100 -
-200
0 60 120 240 360
minuti
3 4
15
=
=2 0
gE
-1,5
-3
0 30 60 90 120 180
minuti

1,5 -

—

(mmol/l360 min)

AtAUC glicemia

300

-300 -

300

© GLP-1

ALAUC
(proldl =1 86 min)
o

-300

I dati sono espressi come M+SEM.

59



Analisi di correlazione. L’analisi di correlazione ¢ stata effettuata prendendo in
considerazione le singole classi di polifenoli introdotte con la dieta e i principali outcome
clinici migliorati per effetto dei polifenoli (risposta postprandiale dei trigliceridi nel plasma
e nelle VLDL grandi, risposta postprandiale del colesterolo nelle VLDL grandi, la risposta
glicemica all’OGTT, la secrezione precoce dell'insulina e gli isoprostani urinari come
marcatori dello stress ossidativo).

L'associazione bivariata non corretta ha mostrato che la riduzione della risposta lipidica
postprandiale nel plasma (AUC dei trigliceridi) e nelle VLDL grandi (AUC trigliceridi e
AUC del colesterolo) era inversamente correlata con I'aumento di ciascuna sottoclasse di
polifenoli, anche se solo la variazione dei flavanoni raggiungeva la significativita statistica
(Tabella 11).

Per quanto riguarda il miglioramento della risposta glicemica all’OGTT, solo
I'associazione inversa con l'aumento dell'intake di flavoni era altamente significativa,
mentre le correlazioni rilevate per le altre classi di polifenoli avevano la stessa tendenza ma
non raggiungevano significativita statistica (Tabella 11).

Le variazioni della secrezione precoce dell’insulina erano associati positivamente alla
variazione dei flavonoidi, in particolare con le antocianidine e i flavan-3-oli (Tabella 11).
Infine, la riduzione degli isoprostani urinari osseravata dopo le diete ad alto contenuto di
polifenoli era fortemente correlata con le variazioni di flavonoidi, in particolare con
antocianidine, flavan-3-oli e flavonoli (Tabella 11).

Tutte queste associazioni rilevate con la correlazione bivariata non perdevano la
significativita statistica se correte per sesso, eta e BMI (Tabella 11).

I risultati dell'analisi di regressione lineare, eseguiti con un modello stepwise, hanno
mostrato che le variazioni di flavonoli erano indipendentemente associate alla riduzione
degli isoprostani urinari (B: -0.305, p: 0.010), mentre lI'incremento della secrezione precoce

di insulina era principalmente associato ai flavan -3-oli (B: 0,742, p <0,001).
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Tabella 11. Correlazioni bivariate di Spearman tra le variazioni assolute® delle sottoclassi di polifenoli e i principali outcome dello studi.’

Outcome clinici Acidi fenolici Flavonoidi Antocianidine Flavoni Flavan-3-oli Flavonoli Flavanoni

r r r r r r r

Risposta lipidica

AUC TG plasma (mg/dI*6h) -0.128 -0.202 -0.167 -0.081 -0.191 -0.203 - 0.251%*
AUC TG VLDL grandi (mg/dI*6h) -0.189 -0.229 -0.112 - 0.095 - 0.200 -0.218 - 0.253*
AUC COL VLDL grandi (mg/dI*6h) -0.229 -0.204 -0.117 -0.097 -0.226 -0.215 - 0.274*

Tolleranza glicidica
AUC glicemia (mg/dI*3h) -0.119 -0.218 -0.119 -0.305 -0.215 -0.202 -0.181

AUC precoce insulina (uU/mI*30 min) -0.033 0.258" 0.300" 0.222 0.258" 0.157 0.224

Stress ossidativo

Isoprostani urinari (ng*24h) -0.188 - 0.134** - 0.309** - 0.055 - 0.313** - 0.312** -0.196

S calcolata come calore a 8 settimane — valore basale.

*p<0.05; **p<0.01 con correlazione di Spearman.

+ L’aggiustamento per eta, sesso e BMI non ha modificato la significativita delle correlazioni.

AUC: area sotto la curva calcolata con il metodo trapezoidale (I’ AUC é stata usata per esprimere la risposta al pasto testOGTT), COL.: colesterolo, TG:
trigliceridi.



Discussione

| risultati principali e piu rilevanti dello studio di intervento sono che una dieta
naturalmente ricca di polifenoli, (1) riduce la trigliceridemia, soprattutto nella frazione
delle VLDL grandi, a digiuno e in fase postprandiale, (2) diminuisce lo stress ossidativo e
(3) migliora la tolleranza glicidica in soggetti ad alto rischio di sviluppare malattie
cardiovascolari e diabete.

Le evidenze ad oggi presenti in letteratura sul ruolo dei polifenoli sul metabolismo glico-
lipidico derivano soprattutto da studi in vitro e sugli animali [62]; i pochi studi condotti
nell’'uvomo hanno utilizzato una singola fonte di polifenoli oppure estratti di un singolo
composto fenolico testando, quindi, dosi farmacologiche difficilmente raggiungibili con
I’alimentazione abituale. Inoltre, tali studi, forniscono spesso risultati contrastanti. In
particolare, per quanto riguarda gli effetti dei polifenoli sul metabolismo lipidico, alcuni
studi mostrano solo una tendenza al miglioramento della colesterolemia nella frazione
LDL e HDL,; inoltre, i dati sul metabolismo dei trigliceridi sono estremamente divergenti
[120] e sono molto pochi gli studi che hanno valutato 1’effetto dei polifenoli sul
metabolismo lipidico postprandiale.[121]

Nello studio, sono diversi i potenziali siti di azione su cui i polifenoli possono agire
influenzando il metabolismo lipidico; in particolare, i polifenoli potrebbero aver indotto
una riduzione dell’assorbimento dei trigliceridi, con conseguente diminuzione della
circolazione di lipoproteine ricche in trigliceridi e, eventualmente, lipoproteine
remnant.[62] Altri possibili meccanismi includono un aumento del dispendio energetico,
riduzione lipogenesi, massa grassa ridotta, inflammazione ridotta, e la riduzione dello
stress ossidativo.[122] A tal proposito, nello studio abbiamo osservato una riduzione di
circa il 20% della concentrazione urinaria di 8-isoprostano, un indicatore biologico

affidabile di ossidazione, per effetto dei polifenoli. La riduzione dello stress ossidativo
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potrebbe influenzare il metabolismo lipidico aumentando D’attivita degli enzimi coinvolti
nell’ossidazione dei grassi nel fegato, o diminuendo I'assorbimento dei nutrienti.[123]
Tuttavia, non e da escludere che il miglioramento del metabolismo lipidico a digiuno e,
soprattutto, in fase postprandiale potrebbe aver indotto la riduzione dello stress ossidativo.
Un risultato inaspettato di questo studio € la riduzione del colesterolo e dei trigliceridi nelle
HDL osservato dopo 1’assunzione di diete ricche in polifenoli. Il significato di questa
riduzione in termini di rischio cardiovascolare & sconosciuta. | risultati relativi alla
tolleranza glicidica mostrano un miglioramento del metabolismo del glucosio durante
I’OGTT e quindi in assenza di effetto acuto dei polifenoli. Cio suggerisce che I'assunzione
cronica di polifenoli induce modifiche del metabolismo e dell’espressione di geni coinvolti
nella regolazione del metabolismo del glucosio. In particolare, la diminuzione delle
concentrazioni di glucosio nel plasma osservate durante I'OGTT era associato con un
miglioramento della prima fase della secrezione di insulina. Inoltre, come dimostrato da
indici OGTT-derivati, i polifenoli alimentari tendevano a migliorare anche la sensibilita
all'insulina post-carico.

Prove da diversi studi in vitro e sugli animali supportano i meccanismi d'azione benefica
dei polifenoli sul metabolismo del glucosio osservata nel nostro studio. Infatti, varie classi
di polifenoli sono stati in grado di migliorare la secrezione di insulina attraverso
meccanismi dipendenti [124] e indipendenti [125] dal glucosio e stimolando la
proliferazione delle cellule beta.[126] Inoltre, alcuni studi hanno anche dimostrato che i
polifenoli potrebbero migliorare l'assorbimento del glucosio dai tessuti periferici che
influenzano direttamente I'azione di geni chiave come il PPAR-gamma e la traslocazione
del trasportatore di glucosio-GLUT-4, come mostrato in adipociti in coltura.[127]

In questo studio di intervento, l'uso di diverse classi di polifenoli, ciascuno con un
possibile meccanismo di azione diverso sul metabolismo del glucosio, puo spiegare

I'influenza simultanea su diversi meccanismi, la secrezione di insulina prima fase e la
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sensibilita all'insulina con conseguente effetto additivo e chiaramente benefico sulla
tolleranza al glucosio.

Un punto di forza dello studio e che le diete sperimentali differivano esclusivamente per
contenuto di polifenoli mentre erano sovrapponibili per contenuto di macro e
micronutrienti, fattori che avrebbero potuto influenzare gli effetti studiati. Inoltre, gli effetti
osservati nello studio non erano mediati da variazioni del peso corporeo o modifiche
dell'appetito, come suggerito per le catechine, o per lo piu legati agli effetti adrenergici
della caffeina.[128] Infatti, il peso corporeo € rimasto invariato durante il protocollo
sperimentale, e la presenza di caffeina era trascurabile perché sono stati impiegati caffe e te
decaffeinato. Pertanto, possiamo affermare con sicurezza che il miglioramento degli
outcome da noi valutati € legata principalmente alla maggiore assunzione di
polifenoli.[129]

Un altro punto di forza e che la quantita di polifenoli utilizzate nel nostro studio é piu
elevato rispetto alla quantita generalmente consumata nelle diete occidentali (1g/die), ma
facilmente raggiungibile con cibi naturali, tipici della maggior parte delle abitudini
gastronomiche e senza alcun tipo di supplemento. Inoltre, I'ottima aderenza dei partecipanti
mostra che questo tipo di dieta é fattibile e facilmente accettabile. Un ulteriore punto di
forza del nostro studio controllato € stato che le diete sperimentali esclusivamente per
contenuto di polifenoli e non di altri composti bioattivi.

Un limite di questo studio é che i risultati si riferiscono a soggetti caratterizzati da un alto
rischio cardiometabolico; quindi, non sappiamo se gli stessi risultati possono essere
applicati anche ad una popolazione senza alterazioni metaboliche o con stadi piu avanzati
di malattia metabolica o cardiovascolare.

I risultati di questo studio sono importanti perché le alterazione del metabolismo glico-
lipidico a digiuno e in fase postprandiale rappresentano dei fattori di rischio

cardiovascolare indipendente. La dieta e I'approccio piu naturale per alterazioni
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postprandiali e, grazie alla sua azione pleiotropica, puo esplicare effetti benefici multipli.
Lo stress ossidativo e uno dei possibili meccanismi coinvolti nella patogenesi delle
principali malattie degenerative croniche. La possibilita di agire favorevolmente questo
meccanismo con una dieta naturalmente ricco di differenti polifenoli & clinicamente
rilevante.

In conclusione, questo studio randomizzato e controllato fornisce la prova che le diete
naturalmente ricche in polifenoli riducono la trigliceridemia postprandiale e lo stress
ossidativo; inoltre, migliorano la tolleranza glicidica, riducendo la glicemia, aumentando la
secrezione precoce dell’insulina e 1’insulino-sensibilita periferica.

Questi effetti possono contribuire a spiegare 1’associazione favorevole tra 1’assunzione di

polifenoli con la dieta e la riduzione del rischio di diabete e malattia cardiovascolare.
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6.3 Progetto AMILOSIO

Background

I carboidrati rappresentano la principale fonte di energia nell’uomo e soddisfano il 45-70%
delle necessita metaboliche dell’organismo. I cereali sono la fonte alimentare di carboidrati
piu utilizzata ed, inoltre, contribuiscono significativamente al tenore proteico della dieta.

I carboidrati derivanti dai cereali sono rappresentati in larga parte da amido, un polimero
del glucosio formato da due diverse unita: I’amilopectina e 1’amilosio, con un rapporto 3:1,
rispettivamente. Queste due unita differiscono per la struttura chimica in quanto 1’amilosio
presenta una struttura lineare mentre ’amilopectina ¢& caratterizzata da numerose
ramificazioni. La differenza strutturale di queste due unita polimeriche influenza le
caratteristiche chimiche e la funzionalita dell’amido.[130] Di conseguenza, la proporzione
di amilopectina e amilosio all’interno dell’amido ha importanti ripercussioni sui processi
tecnologici dell’industria alimentare.[131-133]

Inoltre, numerose evidenze scientifiche mostrano che il rapporto amilosio/amilopectina
pud avere importanti effetti su parametri biologici rilevanti per la prevenzione delle
malattie metaboliche. Infatti, & stato dimostrato che aumentate concentrazioni di glicemia,
insulina e lipidi nel periodo postprandiale rappresentano importanti fattori di rischio
cardiometabolico.[134]

I carboidrati che maggiormente influenzano la glicemia postprandiale sono quelli che
vengono digeriti rapidamente, poiché causano un aumento repentino delle concentrazioni
ematiche di glucosio. Tale effetto, quindi, potrebbe essere minimizzato mediante
I’ingestione di carboidrati che vengono digeriti e assorbiti piu lentamente.

Rispetto a tali considerazioni, la tipologia di amido ingerito con la dieta ha notevole

rilevanza; infatti, nel duodeno, I’amilosio ¢ digerito lentamente dall’a-amilasi, 1’enzima
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deputato alla scissione dei legami tra le subunita di glucosio presenti nella struttura
chimica dei polimeri. Al contrario, I’amilopectina ¢ digerita molto rapidamente poiché le
ramificazioni caratteristiche della sua struttura chimica forniscono numerosi punti di
attacco per I’azione dell’a-amilasi.

In secondo luogo, 1’amilosio ha una conformazione strutturale a doppia elica e presenta il
sito di azione per 1’a-amilasi nella parte piu interna della sua struttura rendendolo meno
accessibile.[135]

Inoltre, la propensione alla retrogradazione (cio¢ la tendenza dell’amilosio a riassumere la
struttura originaria) che rende I’amido piu resistente alla digestione e le proprieta dei
granuli di amido (grandezza, dimensione, cristallinita, contenuto di lipidi, proteine e
fosfati), contribuisce al rallentamento dell’assorbimento del glucosio, riducendo Ia
glicemia postprandiale, e quindi il fabbisogno di insulina.[136]

Tali caratteristiche dell’amilosio hanno incrementato la ricerca di varieta di grano a piu
alto contenuto di amilosio per la produzione di prodotti a base di cerali che inducono una
risposta glicemica piu bassa.[134,137]

Negli ultimi anni, utilizzando tecniche tradizionali di ibridazione rigorosamente senza
utilizzo di tecniche per la produzione di organismi geneticamente modificati (OGM), sono
state generate delle linee di grano tenero e duro che presentano un contenuto di amilosio
maggiore rispetto alle comuni varieta attualmente utilizzate.

Le farine ottenute da queste nuove varieta di grano potrebbero essere utilizzate per la
creazione di prodotti da forno con un elevato contenuto di amilosio rispetto al frumento
comunemente utilizzato che ne contiene meno del 30%.

Sulla base di queste considerazioni e ragionevole ipotizzare che i prodotti da forno a base
di farina ricca di amilosio possono avere effetti su glicemia, insulina e lipidi nel periodo

postprandiale rispetto ai normali prodotti da forno a base di farine ricche di amilopectina.
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Scopo

Lo scopo di questo studio e stato quello di valutare in acuto se il consumo di fette
biscottate prodotte con una farina ricca di amilosio puo indurre una ridotta risposta glico-
lipidica e aumentare il senso di sazieta rispetto a fette biscottate convenzionali prodotte
con una farina ricca di amilopectina, in un gruppo di volontari a lieve rischio

cardiometabolico.

Materiali e metodi

Partecipanti. Sono stati reclutati volontari in sovrappeso/obesi (indice di massa corporea
25-30 kg/m?) di entrambi i sessi con un’eta compresa tra i 30 e 60 anni.

Sono stati esclusi i soggetti affetti dalle seguenti patologie: diabete o ridotta tolleranza
glicidica, alterazioni del metabolismo lipidico o in terapia con farmaci ipolipemizzanti,
cardiopatia grave, insufficienza renale ed epatopatia, anemia e qualsiasi altra malattia
cronico degenerativa.

Tutti i partecipanti hanno firmato il consenso informato prima di essere inclusi nello
studio. Il protocollo sperimentale ¢ stato approvato dal Comitato Etico dell’Universita
degli Studi di Napoli “Federico II” e registrato su ClinicalTrials.gov, numero identificativo

NCT02702934.

Disegno dello studio. Lo studio e stato condotto secondo un disegno sperimentale in
crossover (figura 13). | partecipanti hanno assunto in ordine del tutto casuale due pasti
standard a distanza di almeno una settimana 1’uno dall’altro. La randomizzazione ¢ stata
effettuata mediante una lista di assegnazione casuale computerizzata. | due pasti standard

avevano lo stesso contenuto energetico e la stessa composizione in nutrienti; 1’unica
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differenza era rappresentata dalla fonte di carboidrati consumata: fette biscottate prodotte
utilizzando una farina ricca di amilosio (pasto test) o una farina ricca in amilopectina
(pasto controllo) (tabella 12).

Poiché le fette biscottate prodotte utilizzando una farina ricca di amilosio (test)
contenevano una maggiore quantita di fibre alimentari (13,9 vs. 7,7 g /100g, test e
controllo, rispettivamente), 20 g di crusca in polvere (Albios Giuliani, Italia) sono stati
aggiunti al pasto controllo per ottenere la stessa quantita di fibra alimentare nei due pasti
standard.

Il giorno del test sono stati prelevati dei campioni di sangue a digiuno e fino a 4 ore dopo il
consumo del pasto standard per le determinazioni previste dal protocollo sperimentale
(glucosio, insulina, trigliceridi, FFA, GLP-1 e Grelina).

Inoltre, sono stati valutate le sensazioni soggettive relative all’appetito (fame, sazieta,
prospettiva di consumo di cibo e desiderio di mangiare) mediante Visual Analogue Scale
(VAS, [138]) e la fermentazione intestinale mediante breath test (Gastro+ Gastrolyzer®,
Bedfont Scientific Ltd. [139]) (figura 14).

| partecipanti sono stati sottoposti ad un 24h-recall per la valutazione del consumo di
alimenti e bevande nel giorno precedente al test. Infatti, tutti i soggetti sono esortati a
standardizzare la cena del giorno precedente al test e di evitare il consumo di cibi ricchi in
fibra (legumi e cereali integrali), bevande alcoliche, cibi contenenti probiotici e di praticare

attivita fisica intensa.
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Figura 13. Disegno dello studio.

SCREENING
------ RANDOMIZZAZIONE
PASTO PASTO
CONTROLLO TEST
Washout
————————————— > . « R
(1 settimana)
PASTO PASTO
TEST CONTROLLO

Tabella. Composizione dei due pasti standard

Caratteristiche

Pasto
controllo

Pasto
test

Alimenti

117 gr di f.b controllo
40 gr prosciutto
250 gr pomodori
27 ml olio EVO

20 gr di crusca
100 ml latte delattosato
90 ml succo d’arancia

130 gr di f.b ricco in amilosio
40 gr prosciutto
250 gr pomodori
28 ml olio EVO

100 ml latte delattosato
100 ml succo d’arancia

150 ml Acqua 150 ml Acqua

Energia (kcal) 901 883
Proteine (g) 36 35
Grassi (g) 36 37
SFA (g) 6 7

Carboidrati disponibili (g) 104 101
Amido resistente (g) - 7

Fibra (g/die) 20 21

EVO: extra-vergine di oliva, SFA: acidi grassi saturi. fb fette biscottate
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Figura 14. Procedure sperimentali.

Giono precedente | Giornata sperimentale |
Cena standard
3 15 .’10 Gf 9f 12¢0 liO liO 2110
24h recall
VAS VAS VAS VAS VAS VAS VAS VAS
BT BT BT BT BT BT

Pasto

Prelievi ematici

Procedure di laboratorio. Le concentrazioni di trigliceridi e glucosio sono state dosate con
metodi enzimatici-colorimetrici standard (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim,
Germania) sull’autoanalizzatore Cobas Mira (ABX Diagnostics, Montpellier, Francia).
Specifici metodi immunoenzimatici sono stati utilizzati per il dosaggio di insulina
(DIAsource ImmunoAssays S.A., Nivelles, Belgio), GLP-1(Merck-Millipore, Darmstadt,
Germany) e Grelina (Merck-Millipore, Darmstadt, Germany) automatizzati

sull’autoanalizzatore Triturus (Grifols Italia SpA, Pisa, Italia).

Calcoli. Le risposte postprandiali sono state valutate come area sotto la curva al di sopra/al
di sotto del valore a digiuno (incrementale / decrementale iAUC) calcolata con il metodo
trapezoidale.
Inoltre, sono stati calcolati i seguenti indici derivati:
= indice di sensibilita all'insulina (ISI), calcolato come parametro 1SIcomp secondo il
metodo di Matsuda et al.[140]
= assorbimento intestinale di glucosio durante il pasto, calcolato mediante un
appropriato modello matematico. [141]
= cinetica degli FFA. [142]
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Analisi statistica. | risultati sono espressi come mediazSEM, salvo diversa indicazione. Le
variabili non normalmente distribuite sono state analizzate dopo la trasformazione
logaritmica o espresse come incremento/decremento assoluto, calcolato sottraendo il valore
di digiuno da quello di ogni punto temporale della curva.

Le differenze tra i due pasti sperimentali sono state valutate mediante t-test di Student per
campioni appaiati. L'analisi statistica e stata eseguita secondo i metodi standard mediante il
software Statistical Package for Social Sciences versione 21.0 (SPSS/PC; SPSS, Chicago,

IL, USA).

Risultati

Partecipanti. Sono stati reclutati 10 volontari non diabetici (3 uomini e 7 donne), di eta
media 4612 anni e con un BMI medio di 305 kg/m?). | loro principali parametri
ematochimici a digiuno sono riportati di seguito: glicemia 1009 mg/dl, colesterolo totale

172+30 mg/dl, HDL-colesterolo 50+14mg/dl e trigliceridi 77+22mg/dl.

Parametri a digiuno. Non sono state osservate differenze tra i due pasti standard per
quanto riguarda le concentrazioni plasmatiche a digiuno di glicemia (test: 101 £ 9 mg/dl
vs.. controllo: 101 + 8 mg/dl; p: 0.931), insulina (test: 15 + 2 ul/ml vs.. controllo:
17£1ul/ml; p:0.246), trigliceridi (73 £ 7 mg/dl vs. controllo: 81 £ 7 mg/dl, p: 0.085), FFA
(test: 0.49 + 0.2 mEqg/L vs.. controllo: 0.51+0.2 mEqg/L, p: 0.723), GLP-1 (test: 5.22+1
pmol/L vs.. controllo: 5.01+2 pmol/L, p:0.737), grelina (test: 494 + 74 pg/ml vs.. controllo:
419 + 113 pg/ml, p: 0.196) e per I'escrezione dell'idrogeno (test: 16 £ 5 ppm vs.. controllo:

19 £+ 4 ppm, p: 0.481).
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Risposta metabolica postprandiale. Dopo il pasto test, la risposta glicemica risultava
significativamente piu bassa durante le prime due ore rispetto al pasto controllo (2h-iAUC:
23 = 8 mg/dl+2h vs. 40 + 11 mg/dle 2h, test e controllo, rispettivamente; p: 0.045; figura
15a). Al contrario, nel periodo postprandiale tardivo, le concentrazioni plasmatiche di
glucosio erano quasi sovrapponibili per i due pasti sperimentali (2h-IAUC: 11 £ 7
mg/dle2h vs. 8 £ 5 mg/dl+2h, test e controllo, rispettivamente; p: 0.588; figura 15a).

Le concentrazioni di insulina nel plasma erano costantemente inferiori dopo il pasto test
rispetto al pasto controllo; tuttavia, le differenze tra i due pasti sperimentali non erano
statisticamente significative sia per la risposta delle prime due ore (2h-iAUC: 90 £ 14
ul/mle2h vs.. 103 £+ 16 pl/mle2h, test e controllo, rispettivamente; p: 0.189) che per quella

tardiva (2h-iIAUC, 57 = 11 pl/ml+2h vs.. 68 + 17 ul/ml+2h; test e controllo, rispettivamente;

p: 0.236) (figura 15b).

Figura 15. Risposta glicemica (a) e insulinica (b) ai due pasti sperimentali.
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| dati sono espressi come M+SEM.
* p<0.05 vs. pasto controllo (t-test per dati appaiati)
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Per valutare i meccanismi alla base degli effetti metabolici, abbiamo utilizzato modelli
computazionali che permettono di calcolare sia il tasso di assorbimento intestinale del
glucosio che la sensibilita all'insulina, calcolata come indice di sensibilita all'insulina (1SI)
dopo il pasto.

I risultati dei modelli computazionali sono mostrati nella tabella 13.

L'assorbimento complessivo del glucosio nel periodo postprandiale, calcolato come 4h-
IAUC, non era differente tra i due pasti sperimentali; tuttavia, I'"AUC dell'assorbimento di
glucosio era significativamente piu basso durante la prima ora dopo il pasto test rispetto al
pasto controllo (23 £ 1 g/h vs.. 27 £ 2 g/h, rispettivamente; p: 0.048).

Per quanto riguarda la sensibilita all'insulina, I'lS1 era significativamente migliorato dopo il

pasto test rispetto al pasto controllo (4.0 £ 0.6 vs. 3.4 = 0.4, rispettivamente; 0.041).

Tabella 13. Indici derivati di assorbimento intestinale di glucosio, insulino sensibilita

(ISIcomp) e inibizione degli FFA durante i due pasti sperimentali.

Indici derivati Pasto controllo Pasto test
Assorbimento intestinale di glucosio (g+44) 8615 8915
ISicomp ((mg/dL)? (xU/mL)?)-"? 3.4+0.4 4.0+0.6*
Inibizione degli FFA (ml/microUs4h) 3.7+1.3 0.7+£0.5*

| dati sono espressi come M+SEM.
* p<0.05 vs. pasto controllo (t-test per dati appaiati)

Le concentrazioni plasmatiche di FFA sono diminuite dopo entrambi i pasti sperimentali;
tuttavia, il pasto test ha indotto una riduzione significativamente minore delle
concentrazioni di FFA nel plasma a 120, 180 e 240 minuti (figura 16a). Tale risultato e
stato confermato dall'indice di inibizione degli FFA (SFFA) che era significativamente piu
basso dopo il pasto test rispetto al pasto controllo (tabella 13).

Non sono state riscontrate differenze significative per i trigliceridi plasmatici e le

concentrazioni GLP-1 dopo i due pasti sperimentali (figura 16b e 16c¢, rispettivamente).
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Figura 16. Risposta di FFA (a), trigliceridi (b) e GLP-1 (c) ai due pasti sperimentali.
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| dati sono espressi come M+SEM.
* p<0.05 vs. pasto controllo (t-test per dati appaiati)

Fermentazione intestinale
La fermentazione intestinale, valutata mediante I'escrezione dell'idrogeno durante il breath
test, non risultava differente dopo il consumo dei due pasti sperimentali. Tuttavia,

esprimendo I'escrezione di idrogeno come incremento rispetto al valore a digiuno, ¢ stata
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osservato un incremento statisticamente significativo di tale parametro a 240 minuti dopo il

pasto test rispetto al pasto controllo (figura 17).

Figura 17. Incrementi di idrogeno durante il breath test dopo il consumo dei due pasi

sperimentali.
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I dati sono espressi come incrementi rispetto al valore a digiuno.
* p<0.05 vs. pasto controllo (t-test per dati appaiati)

Appetito

Dopo il pasto test, i partecipanti hanno riportato una significativa riduzione del desiderio di
mangiare che persisteva durante le 4 ore del periodo postprandiale (figura 18a). Tuttavia,
non sono state rilevate differenze statisticamente significative tra i due pasti sperimentali
né per le altre sensazioni soggettive di appetito (senso di fame, senso di sazieta e
prospettiva del consumo di cibo) né per le concentrazioni plasmatiche di grelina (figura

18D).
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Figura 18. Desiderio di mangiare (a) e risposta della grelina (b) ai due pasti sperimentali.
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Discussione

Il risultato principale e piu rilevante di questo studio e che il consumo acuto di fette
biscottate prodotte con una farina ricca di amilosio, nel contesto di un pasto standard,
riduce significativamente la risposta glicemica nelle prime due ore dopo il pasto rispetto a
fette biscottate convenzionali prodotte con una farina ricca in amilopectina.

E da sottolineare che la composizione bromatologica dei due pasti sperimentali era
sovrapponibile in termini di quantita di carboidrati disponibili e di fibra alimentare. Cio

consente di interpretare tutte le differenze osservate nei parametri metabolici postprandiali
77



come conseguenza della proporzione di amilosio e amilopectina nella farina di frumento
utilizzata per la preparazione dei due tipi di fette biscottate utilizzate in questo studio, in
quanto rappresentavano I'unico parametro nutrizionale che era diverso tra i due pasti.

Il nostro risultato € in linea con studi precedenti che hanno osservato una riduzione della
risposta glicemica postprandiale dopo il consumo di alimenti ricchi in amilosio preparati
con farine di frumento [143], orzo [144,145], riso [146,147] e mais [148-150].

Il nostro studio conferma e estende i risultati degli studi precedenti fornendo informazioni
rilevanti sui meccanismi alla base del miglioramento della risposta glicemica postprandiale
dopo il consumo di alimenti contenenti amido ricco di amilosio.

In primo luogo, i risultati del nostro studio indicano che I' amido ricco di amilosio puo
influenzare positivamente la risposta glicemica postprandiale del glucosio plasmatico
attraverso una velocita di digestione piu lenta delle molecole di amido che pud indurre un
minore fabbisogno di insulina. Infatti, anche se I'assorbimento intestinale totale di glucosio
(4 ore) non era differente tra i due pasti sperimentali, la significativa riduzione dell'iAUC
di tale parametro durante la prima ora dopo il pasto conferma questa ipotesi.

Inoltre, in questo studio la risposta insulinica era costantemente inferiore dopo il pasto test,
ma le differenze non hanno raggiunto il livello convenzionale di significativita statistica.
Questo risultato € in linea con gli studi precedenti in cui non sono stati osservati effetti
significativi di prodotti ricchi di amilosi sulle concentrazioni di insulina postprandiale.
Tuttavia, alcuni studi effettuati con alimenti contenenti quantita piu elevate di amilosio
(60-70%) hanno mostrato una riduzione significativa delle concentrazioni di insulina.[148-
150]

Le concentrazioni plasmatiche di insulina piu basse dopo del pasto test potrebbero spiegare
la ridotta soppressione della risposta degli FFA in fase postprandiale. Infatti, € noto che

Iinsulina é I'inibitore ormonale piu potente della lipolisi; quindi, anche una piccola

78



riduzione dell'insulina pud aver indotto un inibizione minore degli FFA e, di conseguenza,
la minore riduzione degli FFA nel periodo postprandiale dopo il consumo di pasto test.

I modelli computazionali basati sul rapporto tra I'insulina plasmatica e le concentrazioni di
glucosio indicano che nel nostro studio anche la sensibilita insulinica postprandiale era
migliorata dopo il consumo del pasto test. Cio potrebbe essere dovuto ad una maggiore
fermentazione intestinale, come mostrato dall'incremento dell'escrezione dell'idrogeno
durante il breath test 4 ore dopo il pasto. Infatti, un aumento del contenuto di amilosio
nell’amido promuove la produzione di amido resistente che sfugge alla digestione e
I'assorbimento nell'intestino tenue e subisce la fermentazione ad opera del microbiota
intestinale. | prodotti di fermentazione dell'amido resistente comprendono non solo gas
(metano, idrogeno, anidride carbonica), ma anche acidi grassi a catena corta (SCFA:
acetato, propionato, butirrato) che possono influenzare positivamente la sensibilita
insulinica e il metabolismo glico-lipidico.[83,84] Tuttavia, considerato che i pasti test
erano valutati in acuto, verosimilmente questo meccanismo non ha avuto un ruolo di
rilievo nel condizionare la risposta metabolica ai pasti.

Infine, abbiamo osservato un effetto significativo del consumo di fette biscottate prodotte
con farina ricca in amilosio sul desiderio di mangiare; ci0 suggerisce che tali prodotti
possano influenzare l'appetito e ridurre I’introito energetico, rappresentando cosi un
potenziale strumento per la riduzione e il mantenimento del peso corporeo. Tuttavia,
questo risultato non e stato corroborato dai risultati relativi alla grelina e il GLP-1 poiche le
loro concentrazioni postprandiali non differivano tra i due pasti sperimentali.

Una limitazione del nostro studio e rappresentata dalla dimensione del campione; infatti
questo paramento é stato calcolato per rilevare una riduzione media di circa il 30% della
risposta glicemica, ma potrebbe non essere sufficiente per osservare le variazioni di altri
parametri valutati in questo studio e, in particolare, le differenze nelle risposte ormonali

plasmatiche (insulina, GLP- 1 e grelina).
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I punti di forza del nostro studio sono il disegno di studio ben controllato e la compliance
ottimale dei partecipanti.

In conclusione, i risultati i questo studio mostrano che il consumo di prodotti a base di
farina ricca di amilosio migliora la risposta glicemica postprandiale e la sensibilita
insulinica, riduce il desiderio di mangiare e aumenta la fermentazione intestinale. Pertanto,
I prodotti realizzati con farina ricca di amilosio potrebbero essere utili per la prevenzione e

il trattamento del sovrappeso/obesita, della ridotta tolleranza al glucosio o del diabete.
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7. Conclusioni e prospettive future

Lo scopo del lavoro di tesi, svolto nell’arco del triennio, € stato quello di valutare se alcuni
composti bioattivi di origine vegetale (fibra, polifenoli e amido ad alto contenuto di
amilosio) contenuti in alimenti funzionali convenzionali o modificati possa influenzare in
maniera efficace il metabolismo glico-lipidico in fase postprandiale nell’uomo.

In particolare, i risultati del Progetto HEALTHGRAIN hanno mostrato che il consumo di
cereali integrali induce una riduzione della richiesta di insulina in fase postprandiale che
sembra essere legata, almeno in parte, alla produzione di propionato in seguito alla
fermentazione intestinale della fibra da parte del microbiota intestinale.

Il Progetto ETHERPATHS ci ha permesso di dimostrare che una dieta naturalmente ricca
in diverse classi di polifenoli (in particolare acidi fenolici e flavonoidi) induce una
riduzione significativa della trigliceridemia postprandiale e un miglioramento della
tolleranza glucidica.

Infine, i risultati del Progetto AMILOSIO suggeriscono che il consumo di alimenti prodotti
con farina di frumento contente amido ricco in amilosio induce una minore risposta
glicemica postprandiale entro le prime due ore dalla sua assunzione che sembra essere
legata al rallentamento della digestione ¢ dell’assorbimento del glucosio.

Pertanto, i risultati complessivi ottenuti mostrano che il consumo di alimenti funzionali
contenenti composti bioattivi di origine vegetale influenza in maniera efficace il
metabolismo glico-lipidico in fase post-prandiale nell’uomo.

Tuttavia, nonostante nei progetti HEALTHGRAIN e ETHERPATHS [’adesione al
trattamento nutrizionale sia stata ottimale per la durata dello studio, come dimostrato
dall’analisi dei diari alimentari e dal dosaggio di marcatori di consumo, bisogna
considerare che a lungo termine questi livelli di adesione alle prescrizioni dietetiche tende

a diminuire, come dimostrato da numerosi studi che riportano una scarsa adesione alle
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raccomandazioni nutrizionali in termini di consumo di cereali integrali, frutta e verdura a
livello di popolazione generale.

Pertanto, rimane valida I’ipotesi alla base di questo lavoro di tesi che selezionare o
modificare specifici alimenti convenzionali per aumentarne la funzionalita potrebbe essere
la chiave di volta per coinvolgere in scelte nutrizionali appropriate una fascia piu ampia
della popolazione. In questa prospettiva, stiamo portando avanti due nuovi studi di
intervento tesi a valutare gli effetti metabolici di alimenti funzionali non convenzionali in
cui la fibra e i polifenoli siano veicolati da prodotti con caratteristiche organolettiche
migliori e, quindi, potenzialmente piu accettabili dai consumatori, per verificare se sia
possibile ottenere gli stessi effetti benefici sul metabolismo glico-lipidico ottenuti negli
studi precedenti.

In particolare, per quanto riguarda i polifenoli, abbiamo sviluppato una bevanda ricca in
polifenoli (625 mg/100 ml) ottenuta dall’estratto acquoso della vinaccia d’uva rossa. In
uno studio randomizzato e controllato condotto secondo un disegno in crossover, il
consumo di tale bevanda ha ridotto in acuto di circa il 30% la risposta insulinemica ad un
pasto test (903 kcal, 18% proteine, 30% grassi, 52% carboidrati) e incrementato del 6%
I’insulino- sensibilita, calcolata come indice OGIS, in un gruppo di 10 soggetti sani
rispetto ad una bevanda controllo priva di polifenoli.

Per quanto riguarda la fibra, invece, abbiamo valutato gli effetti metabolici del consumo
per 8 settimane di prodotti da forno arricchiti in aleurone, cioe lo strato piu interno della
crusca dei cereali integrali che contiene la maggior parte dei composti bioattivi (fibra,
vitamine, sali minerali). | risultati dello studio sono ancora in fase di elaborazione
statistica.

Questi ulteriori risultati confermano la possibilita e 1’utilita della combinazione di diversi
alimenti funzionali, convenzionali o modificati, nella dieta abituale della popolazione

generale per facilitare I’adesione alle raccomandazioni nutrizionali in relazione al consumo
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di alimenti di origine vegetale contribuendo, cosi, a incrementare I’intake giornaliero di
composti bioattivi in grado di esercitare effetti benefici sulla salute dell’'uomo, soprattutto

in relazione al metabolismo glico- lipidico.
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