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Effetto degli estratti di papaya fermentata sullo stress
ossidativo in pazienti con Malattia di Alzheimer

Effects of fermented papaya powder on oxidative stress in Alzheimer Disease

M. BARBAGALLO, M. BELVEDERE, A. DI PRIMA, S. MIRAGLIA, L.J. DOMINGUEZ

Cattedra di Geriatria, UOC di Geriatria e Lungodegenza, Universita degli Studi di Palermo

Brain tissue is particularly susceptible to oxidative damage, which has been associated with pathologi-
cal findings of Alzheimer’s disease (AD), such as amyloid plaques and protein fibrils. Oxidative stress
alterations, including increased production of reactive oxygen metabolites, decline of antioxidant sys-
tems, and decreased efficiency in repairing molecules, have been linked to the development of AD.
Postmortem studies on brain tissue from AD patients have shown several oxidative damage markers,
such as increased lipid peroxidation, oxidative damage of proteins, glyco-oxidation, and reduction of
antioxidant systems.

We studied 40 patients referred to our Geriatric Unit (age 78,2 + 1,1 years), 28 patients with AD and
12 age-matched controls. All patients were tested with measurements of 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine
(8-OHdG) in the urine to assess oxidative stress. Twenty AD patients (group 1) were supplemented
with fermented papaya powder (FPP, Immun’Age, 4.5 grams twice a day) for 6 months, while other 8
AD patients (group 2) did not receive any treatment. At baseline, 8-OHdG was significantly higher in
patients with AD vs. controls (13,7 + 1,61 ng/ml vs. 1,6 + 0,12 ng/ml, p < 0,01). In group 1, after sup-
plementation with FPP, 8-OHdG was significantly reduced (from 14,1 + 1,7 ng/ml to 8,45 + 1,1 ng/
ml, p < 0,01), while in group 2 (AD patients, not supplemented) 8-OHdG did not change, with a non
significant tendency to increase (from 12,5 + 1,9 ng/ml to 19,6 + 4,1 ng/ml, p = NS). Our data show
that: 1) AD is associated with increased oxidative stress, and 2) that antioxidant FPP may be helpful to
counteract excessive production of free radicals in these patients.
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La Malattia di Alzheimer (AD) e caratterizzata
anatomopatologicamente dalla presenza di de-

INTRODUZIONE

Il cervello € un organo particolarmente suscetti-
bile ai danni da stress ossidativo. Il metabolismo
del tessuto cerebrale necessita di elevate livelli
di energia. E molto ricco di acidi grassi polinsa-
turi, facilmente ossidabili, e di metalli di tran-
sizione che facilitano la formazione di radicali
liberi dell’ossigeno. Il cervello e inoltre caratte-
rizzato infine da un basso contenuto di sistemi
antiossidanti ',

positi extracellulari di beta-amiloide, da aggre-
gati intracellulari di proteina tau iperfosforilata e
da grovigli neurofibrillari. Tali alterazioni carat-
teristiche sono accompagnate da modificazioni
mitocondriali e delle sinapsi neuronali. Numero-
si mutamenti del metabolismo ossidativo quali
un’aumentata produzione di metaboliti reattivi
dell’ossigeno, e/o una riduzione di efficienza dei
sistemi antiossidanti e della capacita riparativa
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delle molecole danneggiate sono presenti nell’
AD e sono state collegate alla sua insorgenza. I
danni da stress ossidativo sono uno degli eventi
fisiopatologici precoci nello sviluppo dell’AD e
sembrano anche precedere la formazione delle
placche amiloidi e dei grovigli neurofibrillari.
I radicali liberi dell’ossigeno (Reactive Oxygen
Species - ROS) possono causare una serie di
danni al DNA e al RNA cellulari, originando pe-
rossidazione delle membrane e danno neuro-
nale. Le alterazioni del metabolismo ossidativo
potrebbero rendere il cervello piu suscettibile al
danno da beta-amiloide, che a sua volta ha una
azione pro-ossidante % Studi autoptici su tessuto
cerebrale di pazienti con AD hanno conferma-
to la presenza di numerosi segni di stress ossi-
dativo quali un aumento della perossidazione
lipidica, della ossidazione delle proteine, e dei
glicidi, ed una riduzione dei sistemi enzimatici
antiossidanti *°. Studi in vitro hanno evidenziato
come le proprieta neurotossiche della beta-ami-
loide possano essere mediate dai radicali liberi
dell’ossigeno. I depositi di amiloide si associa-
no ad un’aumentata espressione dei markers di
stress ossidativo, ad anormalita strutturali dei
mitocondri e a danni del DNA mitocondriale °.
Poiché I'accumulo di beta-amiloide puo a sua
volta causare un’ulteriore produzione di ROS,
non e chiaro se 'eccesso di stress ossidativo sia
un evento primario o secondario nell’AD. Tut-
tavia, questo aspetto appare di importanza re-
lativa, in quanto la produzione di ROS, anche
se fosse secondaria, a sua volta € dannosa per
il tessuto cerebrale e puo ulteriormente contri-
buire al danno neuronale, suggerendo che ogni
sforzo volto alla rimozione e/o alla prevenzione
della formazione dei ROS possa essere utile nei
malati di AD.

La papaya (Carica papaya L.) ha dimostrato di
esercitare numerose azioni protettive per le sue
potenti proprieta antiossidanti naturali: inibisce
la perossidazione lipidica 7, favorisce I'aumento
di attivita enzimatiche antiossidanti quali la glu-
tatione S-transferasi negli epatociti ®, protegge
il DNA e le proteine dai ROS ed ha mostrato
di proteggere il tessuto cerebrale dai danni os-
sidativi 7°. A livello neuronale, la papaya ha
dimostrato di avere una azione neuroprotetti-
va e di migliorare lo stato ossidativo in cellule
neuronali umane, e di proteggere dagli insulti
da stress ossidativo collegati ad esempio alla
citotossicita da alluminio in cellule neurona-
li . Una preparazione di papaya fermentata
(FPP) prodotta mediante fermentazione del

frutto di papaya con dei miceti, ha dimostrato
di proteggere le cellule in vitro sia dalla depo-
sizione di beta-amiloide che dai danni ossida-
tivi ad essa collegati. Il trattamento con FPP ha
inoltre aumentato la sopravvivenza delle cellu-
le neuronali, prevenendone I'apoptosi, la ridu-
zione del calcio intracellulare, e la produzione
e I'accumulo nelle cellule di ROS, quali radicali
idrossilici liberi, anione superossido ed ossido
nitrico'’. A livello clinico la somministrazione
orale di papaya in topi ha attenuato la ridu-
zione della memoria a breve e lungo termine
indotta dalla scopolamina %

Obiettivo del presente studio e stato: a) quello
di misurare lo stress ossidativo in pazienti con
AD iniziale di grado lieve in confronto a pazien-
ti di controllo di pari eta senza AD utilizzando
un test immunoenzimatico per la misurazione
della 8-hidrossi-2’-deossiguanosina (8-OHdAG)
nelle urine; e b) di valutare il possibile ruolo
antiossidante di una preparazione di papaya fer-
mentata nel contrastare la eccessiva produzione
di radicali liberi nei pazienti con AD.

PAZIENTI E METODI

Sono stati studiati 40 pazienti (23 donne e
17 uwomini, eta media: 78,2 + 1,1 anni) valu-
tati presso I'Unita Valutativa Alzheimer (UVA
n. 6) della UOC di Geriatria e Lungodegenza
del Policlinico Universitario (AOUP) di Paler-
mo; 28 pazienti avevano avuto diagnosticato
un AD iniziale di grado lieve in base ai criteri
del DSM-1V e NINCDS-ADRDA, mentre gli altri
12 erano pazienti di controllo della stessa eta
(Tab. ).

Durante la durata dello studio i pazienti non
erano in trattamento con altri farmaci neuro-
trofici. Tutti i pazienti sono stati sottoposti a
misurazione dello stress ossidativo, mediante
test immunoenzimatico per la misurazione del-
la 8-idrossi-2’-deossiguanosina (8-OHdG) nelle
urine . Per dosare I'8-OHdG e stato valida-
to un test ELISA, che mediante I’ uso di una
curva di taratura, permette di standardizzare
in maniera quantitativa la concentrazione di
8-OHdG. I risultati del test sono stati conside-
rati nella norma per valori di 8-OHdG compre-
si tra 0-10 ng/ml.

I 28 pazienti selezionati con AD sono stati sud-
divisi in due gruppi: 1 pazienti del gruppo 1
(venti pazienti) sono stati trattati per 6 mesi
con un supplemento di una preparazione di
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Tab. 1. Caratteristiche cliniche dei pazienti.

AD (group 1) AD (group 2) Controlli P
Baseline non supplementati
pre-supplementazione

Eta (anni) 78,111 78,3=1,0 77,9=1,2 NS
8-0HdG (ng/ml) 14,117 12,5<1,9 1,6=0,12 <0,001
SBP (mmHg) 132,9+1,9 130,7=2,1 131,0£2,3 NS
DBP (mmHg) 78,6=1,1 77,7=1,2 77,9<1,2 NS
CHOL (mg/dl) 207,9+39 205,838 195,741 NS
TG (mg/dl) 127,547 118+57 112+49 NS
HDL (mg/dl) 43,8+12 47,9+14 47,613 NS
LDL (mg/dL) 136,8+35 128,9=40 127,74 NS
BMI (Kg/m?) 24,95,5 24,8=6,4 24,16,1 NS
MMSE 22,115 21,9=1,4 28,8+2,1 P<0.01

papaya fermentata (FPP, noto commercialmen-
te come Immun’Age, preparato fermentando la
C. Papaya L. all’Osato Research Institute, Gi-
fu, Japan) alla dose di 9 grammi (4,5 grammi
due volte al giorno per via orale). I soggetti del
gruppo 2 (8 pazienti con AD) non hanno rice-
vuto alcun trattamento.

RISULTATI

Le caratteristiche cliniche dei soggetti studiati
sono presentate in Tabella I.

In condizioni di base, I'8-OHdG era significati-
vamente piu alta nei pazienti con AD vs. i con-
trolli (13,7 + 1,61 ng/ml vs. 1,6 = 0,12 ng/ml,
p < 0,01, Fig. 1).

* p<0.001

8-OHdG (ng/mL)
NEORSREFISES

Controlli

Malati di Alzheimer

Fig. 1. Livelli di 8-idrossi-2'-deossiguanosina (8-OHdG) nei pa-
zienti con Malattia di Alzheimer e nei controlli

Nel gruppo 1, I'8-OHdG e risultato essere signi-
ficativamente ridotto dopo la supplementazio-
ne con FPP (da 14,1 = 1,7 ng/ml a 8,45 + 1,1
ng/ml, p < 0,01, Fig. 2, panel A), mentre nel
gruppo 2, non supplementato, I'8-OHdG non

*p<0.05
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Fig. 2.

Panel A. Livelli di 8-idrossi-2'-deossiguanosina (8-OHdG) nei
pazienti con Malattia di Alzheimer (AD) prima e dopo la sup-
plementazione con FPP

Panel B. Valori di 8-idrossi-2-deossiguanosina (8-OHdG) in
ciascuno dei 20 pazienti con Malattia di Alzheimer (AD) prima
e dopo la supplementazione con FPP
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si € modificato significativamente, mostrando
una non significativa tendenza ad un aumento
(da 12,5 + 1,9 ng/ml a 19,6 + 4,1 ng/ml, p=NS).
Nei 20 pazienti trattati con FPP, lo stress ossi-
dativo misurato mediante 8-OHdG si e ridotto
in tutti tranne che in un paziente (figura 2, pa-
nel B).

Non sono state evidenziate significative modi-
ficazioni nel MMSE e sui parametri di laborato-
rio esaminati.

DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

I meccanismi molecolari e fisiopatologici che
stanno alla base dei danni neurodistrofici
dell’AD hanno ancora molti lati oscuri. Alcuni
dati sperimentali attribuiscono ai ROS ed al con-
seguente danno ossidativo un ruolo nell’invec-
chiamento e nel determinismo del danno neuro-
distrofico dell’AD. 1l processo di invecchiamento
si associa ad un aumento dello stress ossidativo
", Lalterazione del metabolismo ossidativo pre-
sente nell’eta avanzata potrebbe rendere il cer-
vello piu suscettibile al danno da peptidi neu-
rotossici quali i depositi di beta-amiloide. Nei
pazienti con AD e stata anche suggerita una al-
terazione della risposta immuno-infiammatoria,
e della produzione di citochine '>. Da un punto
di vista fisiopatologico 'aumento di stress os-
sidativo associato all’eta puo essere ricondotto
sia ad un aumento della produzione di meta-
boliti reattivi dell’ossigeno, che da un declino
dei sistemi antiossidanti di difesa e o da una
diminuita efficienza nella riparazione delle mo-
lecole danneggiate. Il tessuto cerebrale presen-
ta un minore contenuto di sistemi antiossidanti
rispetto ad altri tessuti ed organi ed e quindi
particolarmente suscettibile al danno ossidativo.
Inoltre, le alterazioni del metabolismo ossidati-
vo presenti nell’eta avanzata potrebbero rende-
re il tessuto cerebrale piu suscettibile al danno
causato dall’accumulo di peptidi neurotossici
quali la proteina beta-amiloide *°.

I radicali liberi sono specie estremamente reat-
tive, che una volta formati possono iniziare una
serie di reazioni nocive per la cellula. I principa-
li danni avvengono per integrazione con macro-
molecole fondamentali alla sopravvivenza cellu-
lare, quali DNA, proteine ed acidi grassi polinsa-
turi (che costituiscono la membrana cellulare, di
cui & molto ricco il tessuto cerebrale). E impor-
tante sottolineare come, anche in condizioni fi-
siologiche, vi € una produzione di radicali liberi

che di norma e controbilanciato da sistemi cel-
lulari di natura enzimatica e da antiossidanti di
origine endogena. Il danno causato dai radicali
liberi assume grande importanza quando si crea
uno squilibrio tra produzione degli stessi ed i si-
stemi deputati alla loro neutralizzazione. Diversi
studi hanno dimostrato come, con I'invecchia-
mento, ci sia una riduzione dell’attivita dei mi-
tocondri associata ad un aumento del danno del
DNA mitocondriale. A livello cerebrale numero-
si studi in vitro evidenziano come le proprieta
neurotossiche della beta-amiloide possano esse-
re mediate da alcune specie radicaliche dell’os-
sigeno 7. La proteina beta-amiloide causa os-
sidazione di componenti essenziali alla corret-
ta funzionalita cellulare come le membrane, le
pompe ioniche, i mitocondri e il DNA nucleare,
causandone la apoptosi . Un utile parametro
per la valutazione del danno ossidativo del DNA
mitocondriale a livello cerebrale e rappresenta-
to dalla misurazione dell’8-OH-2DG, forma ossi-
data della deossiguanosina .

E stato proposto che sostanze dotate di proprie-
ta antiossidanti o in grado di potenziare i sistemi
endogeni di difesa dai radicali liberi potrebbero
prevenire l'insorgenza o bloccare l'evoluzione
di AD %, In passato, studi di intervento rando-
mizzati e controllati nella AD, con antiossidanti
quali seligilina e vitamina E, hanno prodotto ri-
sultati modesti ma significativi 2'.

La papaya fermentata (FPP) (un prodotto del-
la fermentazione con miceti della Carica Papa-
ya Linn) € un supplemento nutraceutico. Studi
precedenti hanno evidenziato che la FPP ha un
effetto favorevole sui parametri immunologici,
ematologici, infiammatori e sui parametri di
stress ossidativo in numerose malattie croniche
e/o degenerative (talassemia, cirrosi, diabete) *.
In vitro e stato suggerito un potenziale effetto
neuroprotettivo in un modello cellulare di AD,
mostrando che FPP ha significativamente con-
trastato la neurotossicita da beta-amiloide ' %,
FPP ha anche ridotto 'apoptosi legata alla atti-
vazione dello stress ossidativo e delle citochine
infiammatorie "' '* ed ha contrastato i danni del
DNA e la produzione di radicali liberi indotta
da numerose sostanze pro-ossidanti, inclusi ioni
ferro, rame, benzopirene, metilguanidina, allu-
minio ecc. 712224,

Poiché i danni da radicali liberi sono stati im-
plicati nel processo di invecchiamento ed in nu-
merose patologie croniche e neurodegenerative
ad esso collegate, e stato ipotizzato un ruolo
dell’azione antiossidante della FPP nel contra-
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stare lo stress ossidativo associato a queste con-
dizioni *%. Un utile parametro per la valutazione
dell'aumento di danno ossidativo al DNA mi-
tocondriale € rappresentato dalla misura della
8-idrossi-2-deossiguanosina, forma ossidata del-
la deossiguanosina. Con l'invecchiamento au-
menta il contenuto di questa base nucleotidica
modificata nel DNA mitocondriale estratto da
tessuto cerebrale umano .

I risultati del presente studio mostrano che 1)
AD si associa ad un aumento dello stress ossi-
dativo, e che 2) FPP puo essere utile nell’aiutare
a contrastare la eccessiva produzione di radicali
liberi presente nei pazienti con AD. Lo studio e
stato mirato specificamente a studiare la azione
di FPP sullo stress ossidativo, e stato eseguito
in pazienti con AD iniziale e di forma lieve, e
che ha avuto una durata breve (6 mesi). Studi
successivi di maggiore durata e con un numero

maggiore di soggetti sarebbero utili per valutare
le potenziali azioni cliniche di FPP e la possibile
rilevanza della riduzione dello stress ossidativo
sulla storia naturale della malattia.

I precedenti studi in vitro sono promettenti e la
azione preventiva dimostrata sui danni da beta-
amiloide '' suggeriscono che sarebbe altresi uti-
le valutare la azione di FPP in stadi piu avanzati
della malattia ed in combinazione con farmaci
neurotrofici. Sarebbe altresi interessante identi-
ficare la componente di FPP ad azione neurotro-
fica. I dati presentati qui sono utili ed importanti
per la consistenza e significativita della riduzio-
ne dello stress ossidativo nei soggetti studiati
(Fig. 2), e conferma la possibilita di individuare
nuove strategie terapeutiche utili a controbilan-
ciare la produzione eccessiva di radicali liberi
ed a riequilibrare il network ossido-ridutivo nei
soggetti con AD.

11 tessuto cerebrale e particolarmente suscettibile ai danni da stress ossidativo. Un’aumentata produzio-
ne di metaboliti reattivi dell’ossigeno ed una riduzione di efficienza dei sistemi antiossidanti sono state
collegate alla Malattia di Alzheimer (AD). Alterazioni neuropatologiche connesse all’AD, quali placche
amiloidi e degenerazione neurofibrillare sono state associate allo stress ossidativo e studi autoptici su
tessuto cerebrale di pazienti con AD hanno mostrato segni di stress ossidativo quali un aumento della
perossidazione lipidica, ossidazione di proteine, glucossidazione e riduzione nei sistemi antiossidanti.
Abbiamo studiato 40 pazienti (eta media:78,2+1,1 anni), 28 pazienti con AD, e 12 controlli di pari eta.
In tutti i soggetti € stato valutato lo stress ossidativo, mediante misurazione della 8-idrossi-2’-deossi-
guanosina (8-OHdG) nelle urine. Dei 28 pazienti con AD, 20 (gruppo 1) sono stati trattati per 6 mesi
con un supplemento di polvere di papaya fermentata (FPP, Imnmun’Age, 4,5 grammi due volta al gior-
noevuto alcun trattamento. In condizioni di base, '8-OHdG era significativamente piu alta nei pazienti
con AD vs. i controlli (13,7+1,61 ng/ml vs. 1,6+£0,12 ng/ml, p<0,01). Nel gruppo 1 trattato con FPP,
dopo la supplementazione, I'8-OHdG si si € significativamente ridotta (da 14,1 + 1,7 ng/ml a 8,45 *
1,1 ng/ml, p < 0,01), mentre nel gruppo 2, non supplementato, I'8-OHdG non si € modificata signifi-
cativamente, con una tendenza all’aumento (da 12,5 + 1,9 ng/ml a 19,6 + 4,1 ng/ml, p = NS). I nostri
dati mostrano che: 1) ’AD si associa ad un aumento dello stress ossidativo, e che 2) il FPP puo essere
utile nell’aiutare a contrastare la eccessiva produzione di radicali liberi presente nei pazienti con AD.

Parole chiave: Stress ossidativo, ROS, Malattia di Alzheimer, Invecchiamento, Papaya, Immunage, De-
clino cognitivo

oxidase activity is reduced in Alzbeimer’s disease. ] Neu-
rochem 1994;63:2179-84.
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