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DESCRIZIONE

L'oggetto della presente invenzione consiste in
preparazionli per somministrazione orale, in forma
di compresse, capsule, polvere per uso estemporaneo
o ligquida, atte ad esercitare effetti salutistici
sugli apparati ostecarticolare e muscoloscheletrico
grazie ad una combinazione di attivitid guali quella
di stimolo del trofismo cartilagineo, di protezione
della cartilagine ed antinfiammatoria sul tessuti
ostecarticolari e muscoloscheletrici, con conse-
guentl effetti benefici sul mantenimento dell'effi-
cienza funzionale ostecarticolare e su patologie,
quali ad esempio l'osteocartrite, che portano a sta-
ti invalidanti legati a dolorxe e limitazione dei

movimenti pid o meno marcati dipendentemente dallo
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stato di avanzamento del processc patologico in
cCOrso.

INTRODUZIONE

La libertd di movimento e l'efficienza degli
apparati ostecarticolare e muscoloscheletrico sono
componenti fondamentali per la buona gualita della
vita, come ben sanno gli sfortunati che, per trau-
mi, malattie nervose o muscoloscheletriche, soffro-
no di invaliditd dovute a dolori o a limitazioni
dei movimenti.

Una patoclogia ostecarticolare che affligge un
gran numero di persone in tutto il mondo e interxfe-
risce con la loro vita sociale, con lo stato socio-
economice e con 11 benessere fisico e psichico di
chi ne & affetto & rappresentata dall'osteoartrite
{OA) [Carr 1992]. L'OCA & una malattia degenerativa
che peggiora gradualmente con 1l'etd ed & dovuta al
logoramento delle articolazioni che rende dolorosi
2 limitati i movimenti. L'QA colpisce soprattutto
nella seconda meta della vita umana [Creamer et al.
1887] e il progressivo invecchiamento delle popola-
zioni ha fatto diventars 1'CA uno del principali
problemi sanitari mondiali.

L'OA é caratterizzata da una degenerazione del-

la cartilagine articolare che perde la sua elasti-



citd, 8i rammollisce e sgi usura facilmente, con
comparsa di fissurazioni e perdite di continuo, £i-
noe all'esposizione dei capi ossei, condizioni che
rendono difficili e dolorosi 1 movimenti.

La degenerazione della cartilagine si instaura
lentamente =d & asintomatica fino a guando il pro-
cesso patologico non sia tanto avanzato da non es-
sere pil reversibile e da provocare dolore e inva-
lidita. In guesto stadioc gli interventi terapeutici
sono di natura farmacologica e sono sintomatici per
lenire il dolore e contenere i processi infiammato-
ri delle articolazioni colpite dall'QA, ma compor-
tano molti e talvelta gravi effetti collaterali. I
farmaci pil usati sono i FANS (FParmaci antinfiamma-
tori Non Sterxocideli} che agiscono inibendo le c¢i-
clossigenasi (COX). Le COX intervengono nella ca-
scata blochimica dell'acido arachidonico che porta
alle citochine proinfiammatorie {prostaglandine,
prostacicline, trombossani e leucotrieni) responsa-
bili dei tipici sintomi dell'infiammazione e cioé
dolore, iperemia, edema e attivazione leucocitaria.
I FANS perd non inibkiscono soltanto le COX-2, vale
a dire guelle indotte dai processi infiammatori, ma
anche le COX-1 costitutive, ossia guelle normalmen-

te presenti nel tessuti e che generano prostaglan-



dine che hanno funzioni protettive, come la preodu-
zione del muco gastrico o la regolazione del flusso
renale. L'uso prolungatce dei FANS pud gquindi provo-
care gravi effettl avversi e soprattutto ledere le
mucose del tratto gastroenterico e la funzione re-
nale. E noto inoltre da lungo tempo [McKenzie et
al. 1976] che i FANS accelerano il processo degene-
rativo dell’'OA e non dovrebberoc essere usati percid
in guesta malattia. D'altra parte le alternative
farmacologiche (cortisonici, paracetamolo ad alte
dosi, ecc.} sono ancora pilll pericolose dei FANS e
non permettono una terapla prolungata senza gravi
efferti collaterali.

Pil recentemente sono stati sviluppati dei FANS
con un'azione piud selettiva sulle COX-2 (meloxicam,
rofecoxib, celecoxib, parecoxib, valdecoxib, etori-
coxib), ma si & visto che anche guesti non hanno
una selettivitd assoluta e provocano effetrti colla-
terali simili a quelli dei FANS tradizionali. Inol-
tre essl aumentano 1 rischi trombotici cardiovasco-
lari e guindi devono essere usati con estrema pru-
denza.

Per tutte gueste ragioni si dovrebbe ricorrere
precocemente a provvedimenti che impediscanc i pro-

cessi patogenetici che portano all'CA, molto prima




cioé che essa si manifesti c¢linicamente. Questi
provvedimenti dovrebbero assicurare e mantenere fin
dalla giovane eta il benesserxe e la perfetta fun-
zionalita delle articelazioni.

I principali fattori patogenetici che conduconoc
alla degenerazione della cartilagine articolare so-
no rappresentati da una disregclazione metabolica
della biosintesi dei proteoglicani della matrice
della cartilagine e dall'azicne di sostanze endoge-
ne che ne acceleranc la depolarimerizzazione e il
catabolismo. L'integrita chimica e fisica del pro-
teoglicani imprigionati nella rete tridimensionale
delle fibre di collagene &, infatti, la condizione
egsenziale per mantenere la cartilagine articolare
turgida, elastica, liscia e senza lesioni di conti-
nuo. Per mantenere la salute della cartilagine ar-
ticolare sono necessaril adeguati stili di vita e in
particolare una moderata e regolare attivitd fisica
che non esponga perd la cartilagine a traumi ecces-
givi. E anche essenziale 1l'apporto con gli alimenti
delle sostanze wutilizzate dall'organismo pexr la
biocgintesi dei protecglicani ed & necessario, infi-
ne, prevenire la formazione di quelle sostanze che
aggrediscono la cartilagine e ne provocano il de-

grado.




Queste condizionli non sono sempre facili da ot-
temperare ed & proprio in guestlottica che si &
fondata la ricerca dell'oggetto della presente in-
venzione e cioé l'individuazione di sogtanze natu-
rali o di origine naturale in grado di entrare nel-
l'integrazione alimentare coadiuvando le azioni so-
praddette.

A tal fine 1 principi attivi identificati e
prescelti dopo accurata selezione sono stati la
glucosamina ed 1 suol sali semplici o misti e la
mangostina, preferibilmente sotto forma di estratti
dal frutto di Garcinia mangostana, per brevita de-
nominati EFGM. La glucosamina & un substrato per la
biosintesi dei proteoglicani e ne stimola e regola
ltanabcolismo. LY'EFGM ostacola la formazione e l'a-
zione delle citochine proinfiammatorie e degli en-
zimi 41 produzione endogena che aggrediscono la
cartilagine e ne accelerano 1 processi degenerati-
vi.

Ltassoclazione glucosamina e mangostina o EFGM
egsercita efferti salutistici sinergici dimostrati
sperimentalmente su test "in vitro' ed *in vivo“, i
cui risultati straordinariamente positivi e supe-
riori a qualsiasi aspettativa sono esposti in det-

taglioc nella Parte Sperimentale. Inoltre, grazie




all'azione sinergica, 1 suddetti effetti sono otte-
nutli a dosil relativamente basse e accettate anche
nelle normative concernenti gli integratori alimen-
tari.

Le composizioni sinergiche oggetto dell'inven-
zione ed il loro impiego per la preparazione 4i me-
dicamenti e/o di integratori alimentari e/o di al-
tri preparati aventi gli effetti salutistici sopra
indicati sono definiti nelle Rivendicazioni della
presente domanda di brevetto.

CARATTERISTICHE DELLE SOSTANZE IMPIEGATE

Glucosamina e suoci sali semplici o misti

Informazioni generali

La gluccsamina é& il 2-ammino-2-deocssiglucosio,
un monosaccaride gintetizzato fisioclogicamente nel-
1'organismo umano dal glucosio e utilizzato per la
gintesi di molte macromolecole strutturali del tes-
suti connettivi e in particolare delle cartilagini
articolari.

Nella composizione oggetto della presente in-
venzione, la glucosamina & preferibilmente presente
come glucosamina solfato cristallina (CGS8), che ap-
porta anche i solfato-ioni necessari per la biosin-
tesl del condroitinsclfato e dei proteoglicani,

componenti strutturali fondamentall della matrice



della cartilagine articolare. La CGS & un sale mi-
sto nel guale glucocosgamina, ioni scolfate, ioni sodio
e clorurc sono presenti in proporzioni stechiome-
triche di 2:1:2:2. La CG8 & un composto originale e
brevettato dal Rotta Research Group (CGS RRG) nel
guale la glucosamina & di origine naturale ed otte-
nuta dall'idrolisi acida della chitina, componente
organica dell'esoscheletro dei crostacei. Questa
glucosamina ottenuta dalla chitina ha le identiche
caratteristiche biochimiche e biologiche della glu-
cosamina prodetta dal nostro organismo per via en-
dogena.

La CGS RRG, a dosi farmacologiche, & stata uti-
lizzata con successo nells terapia dell'osteocartri-
te. I relativi studi clinici sono raccolti nella
meta-analisi della Cochrane Collection [Towheed et
al. 2005} che ne hanno dimostrato ltefficacia come
Symptomatic Slow Acting Drug for Osteocarthitis
(SSADOA} . Studi pia recenti e di lunga durata (3
anni) ne hanno dimostrato anche 1'efficacia nel-
i'arrestare la progresgione dell'ostecartrite, os-
sia lt'efficacia come Diseasze Modifying Drug (DMD)
[Reginster et al. 2001, Pavelka et al. 2002].

Proprietd condronutritive

La ¢G8 & il substrato preferito e completc per




la biosintesi delle molecole strutturali della car-
tilagine articolare [Noyszewskl et al. 2001] ed &
anche un precursore della galattosamina, amminosac-
caride necessario per la sintesi del cheratansoclfa-
to [Setnikar et al.1986].

Proprietd condrostimolanti e condroanabolizzanti

La €68 stimola e normalizza la sintesi dei pro-
tecglicani e la condroformazione [Rodén 1956, Vidal
y Plana 1980, Pipernc et al. 2000, Bassleer et al.
1998] . Essa inoltre aumenta l'espressione di aggre-
cano, proteoglicano necessaric per l'aggregazione
dei proteoglicani alle catene di acido ialuronico
con formazione finale dei proteoglican-aggregati
(PA}. I PA sonoc molecole giganti (40-100 milioni di
dalton), imprigionate a causa delle loro dimensioni
nella rete tridimensionale di fibre collagene che
forma lo scheletrc molecclare della matrice della
cartilagine articolare. I PA sono avidissimi di ac-
gqua che 1i rigonfia. Non potendo sfuggire dalla re-
te tridimensionale di fibre collagene conferiscono
le tipiche caratteristiche reologiche al tessuto
cartilagineo, ossia il turgore, l'elasticita e la
plasticitid necessari per lo svolgimento della fun-
zione articolare [Dodge et al. 2003].

Proprietd condroprotettrici e condroriparatrici




La CGS contrasta la formazione di diverse cito-
chine che danneggiano le strutture cartilaginee.
Essa inibisce gli enzimi che attaccano e demolisco-
no le macromolecole della matrice della cartilagine
come la collagenasgsi, la stromelisina e l'aggrecana-
si [Piperno et al. 2000].

Posologia

La dose gilornaliera di glucosamina utilizzata
nell'ambito dell'invenzione & preferibilmente 200-
1000 mg (corrispondenti a 320-1600 mg @i CG8) e
preferibilmente 250 wg (400 wg di C68), dose gior-

naliera accettata per l'integrazione alimentare.

Sicurezza d'impiego della CGS

La sicurezza d'implege della CGS utilizzata da
Rottapharm per la presente invenzione & assicurata
da approfondite ricerche di tossicologia sperimen-
tale acuta, subacuta e cronica, di fertilitid ma-
schile e femminile, di embriogenesi e embriotossi-
citd ecc. e soprattutto dal vasto impiego che essa
ha avuto come farmaco su decine di milioni di gior-
ni-paziente docunentatco dalle ricerche postmarke-
ting in merito.

Mangostina ed estratti dal frutto d&i Garcinia man-
gostana {(EFGH)

Informazionl generali




La Garcinia mangostana & un albero tropicale 4i
paesi del Sud-Est Asiatico come Thailandia, India,
Malaysia, Vietnam e Filippine, e anche Bustralia e
Hawai. Vari EFGM sono utilizzati tradizionalmente
per applicazione topica per la cura delle ferite e
delle escoriazioni della pelle e, per via orale,
per le diarree infettive e le infezioni urinarie.
Pill recentemente gli EFGM hanno attratto 1l'interes-
se della medicina occidentale e sonc stati sottopo-
sti alle moderne tecniche di identificazione dei
componenti e di sperimentazione farmacologica. Nel-
ltambito di queste indagini sono state identificate
ed iscolate sostanze appartenenti per la maggiorxr
parte alla famiglia degli Xantonl, classe chimica
agsgimilabile alla famiglia dei polifenoli derivati
dal benzo-y-pirone. La principale di queste sostan-
ze & la mangostina, ossia il 1,3,6-triidrossi-7-me-
tosgi-2,8-bis-{(3-metil-2-butenil) -%H-xanten-%-one,
formula bruta CysHz0¢, p.m. 410,47. La mangostina &
ugsata pey standardizzare 11 titolo degli EFMG.

Gli studi farmacclogici condotti sugli EFMG ne
hanno evidenziato le seguenti attiviti.

Attivitd antibatterica e antifungina

Gli xantoni contenuti nel fitocomplesso degli

EFGM esercitano proprietd antibatteriche ed anti-



fungine. In particolare l'a-mangostina e la §-
mangostina sono attive sul Mycobacterium tubercolo-
sis con una MIC di 6,25 pg/ml [Suksamrarn et al.
2003] e s8u ceppi meticillina- e penicillina-resi-
stenti di Staphylococcus aureus, con una MIC di 1,6
vg/ml [Mahabusarakam et al. 1986, Inuma et al.

19396} .

Artivitcid antiossidants

Gli EFGM esercitano una notevole attivitd an-
tiossidante, superiore a gquella della vitamina E
[Fan et al. 1397, Williams et al. 199%4]. Di parti-
colare interesse & la capacitd di inibire la peros-
sidazione delle lipoproteine a bassa densita (LDL},
reazione chimica che rende aterogene le LDL e che
da inizio alla patogenesi dell'arteriosclerosi
{(Williama et al. 135%4].

Attivitd antistaminica e antiprostaglandinica

Gli EPFGM inibiscono il rilagcio di istamina me-
diato dalla IgE e la sintesi di prostaglandina E2
stimolata da A23187. Essi inibiscono anche l'lanafi-
lassi cutanea passiva nel vrattce [Nakatani, Atsumi
et al. 2002].

Inibizione della conversione delllacido arachidoni-

¢o in prostaglandina E2

Nelle cellule C6 di glioma di rattoc, gli EFGM



inibisconoc la conversione dell‘lacideo arachidonico
in prostaglandina B2 e la produzione gquindi di una
potente citochina infiammatoria [Nakatani, Nakahata
et al. 2002].

Inibizione delle ciclo-ossigenasi

In vwvityo gli EFGM inibiscono le ciclo-
ossigenasi indotte da agenti proinfiammatori (COX-
2), enzimi responsabili della produzicne di potenti
citochine proinfiammatorie. Questa attivitd & di-
pendente dalla concentrazione di mangostina conte-
nuta negli egtratti e =21 manifesta con concentra-
zioni inibitrici al 50% (IC50) di 1-2 uM di mango-
atina [Nakatani, Nakahata et al. 2002}.

Conclusioni

Gli EFGM, inibendo l'espregsione e gli effetci
di citochine proinfiammatorie, esercitano attivita
indispensabili per mantenere il benessere delle ar-
ticolazioni, tantc che sono utilizzati negli USA
come integratore alimentare (Dietary Supplement)
per 11 benessere delle articolazioni (joint he-
althy .
Eman

Eman & l'estratto secco dal frutto di Garcinia
mangogtana titolato al 40% di mangostina ed & il

prodotto di riferimente della presente invenzions



utilizzatc nella parte sperimentale.

Pogologia di Eman

La dose giornaliera di Eman & preferibilmente
12,5-450 mg (corrispondenti a 5-180 mg di mangosti-
na) e preferibilmente 75 mg d4di Eman {(corrispondenti
a 30 mg di mangostina).

PARTE SPERIMENTALE

I1 target inventivo della presente domanda di
brevetto 2 stato verificato su una serie di test
farmacologici "in vitro" ed #in vivo" wvalutando e
confrontando 1 risultati relativi ai due principi
attivi e cioé la gluccsamina (impiegata sotto forma
di CGS8) ed Eman, utilizzati individualmente o© in
associazione (Ass).

I test "in vitro" prescelti sono stati:

e Su sangue umano: Produzione d4i IL-1, di TNFo e di
IL-10 stimolata da LPS.

e Su sangue umano: Produzione di PGE2 stimolata da

LPS.
» Su sangue umano: Produzione di TXB2 indotta da

coagulazione.
¢ Su condrociti di coniglio: Produzicne di  PGE2
stimolata da IL-1B.

¢ Su espianti di cartilagine articolare tibiale di



coniglio New Zealand white per valutare 1'azione
protettiva nei confronti della degradazione della
cartilagine indotta da IL-1f.
I test "in vivo" prescelti sono stati:

= Attivitd antinfiammatoria di CG8, Eman ed Ass
sullfedema indotto da zymosan sulla zampa di rat-
to.

e Attivita analgesica di CGS, Eman ed Ass secondo
Randall e Selitto {18%57] sull'iperalgesia indotta
con zymosan nella zampa di ratto.

Materiali, Dosi e Metodi

Hateriali

Glucesamina

E stata impiegata Glucosamina Solfato Cristal-
lina (€B8) di grado farmaceutice, complesso meleco-
lare nel gquale glucosamina, ioni solfato, ioni so-
dio e cloruro sono presenti in proporzioni molari
parli a: 2:1:2:2. La CG8 ha un p.m. &i 573,30, un
contenuto di glucosamina pari al 62,30% e di glucoe-
samina solfato pari al 79,60%. Si & usata la CGS
RRG originale.

Eman

Liestratto, secondo le caratteristiche prece-

dentemente specificate, & normalmente reperibile



sul mercatoc (per esempioc da HP Botanicals S.r.1.,
Milano}.

Ass {Associazione di CGf e¢on Eman)

Le dosi glornaliere di glucosamina e di mango-
stina autorizzate e raccomandate in Italia per un
integratore alimentare sono di 250 mg e rispettiva-
mente 20 mg. Esge corrigpondono a 0,70 mmol di €GS
e a 0,07 mmol di mangostina. Per le indagini farma-
cologiche con l'associazione dei due principi atti-
vi si sono percid utilizzate miscele di €68 e di
Bman tali da rispettare un rapporto molecolare 10:1
fra CG8 & la mangostina contenuta in Eman.

Concentrazioni utilizzate Fin vitro®

L Eman

Sono state usate goluzioni di pari a concentra-
zioni di mangostina di 0,1, 0,3, 1,0, 3,0, 10,0 e
30,0 uM (umoli/l), indicate nelle tabelle come Man

0,1, Man 0,3, Man 1, Man 3, Man 10 e Man 30.

& Glucosamina solfato cristalliina {(CG8)

8ono state usate concentrazionl 41 €G3 d4i 1, 3,
10, 30, 100 e 300 uM {umoli/l), indicate nelle ta-
belle come CGS 1, CG8 3, CGS 10, CGS 30, CGS 100,
CGS 300.

£ Ragociazicone [(Ass)




Come precedentemente specificato, per rispetta-
re la dose giornaliera raccomandata nell'uomo, il
rapporto molecolare fra CGS e mangostina & stato
10:1 e conseguentemente 1l sget di concentrazioni
impiegato & stato Man 0,1 + CGS 1, Man 0,3 + CGS 3,
Man 1 + CGS5 10, Man 3 + CGS 30, Man 10 + CG5 100,
Man 30 + CGS 300, indicate nelle tabelle come Ass

0,1, Ass 0,3, Ass 1, Ass 3, Ass 10 & Ass 30.

e Lipopolisaccaride

E stato usato lipopelisaccaride di Escherichia
coli (Sigma Italia) lug/ml, indicatc come LPS.
8 SB2 3580 (standard di riferimento per l'attivi-
ta LPS-inibitrice)
E stato usato il set di concentrazioni 0,3, 1,0
e 3,0 uM, indicato nelle tabelle come SB 0,3, 3B 1
e 8B 3.

e CHX {Cicloheximide)

La cicloheximide & lo standard di riferimento
per l'attivitad inibitrice sugli enzimi degradanti
la cartilagine ed & stata usata alla concentrazione
di 2,5 ug/ml.

Dogi utilizzate "in vivo®

In farmacologia le patoclogie indotte sperimen-

talmente negli animali sone sempre drammaticamente




ed innaturalmente pild gravi di gquelle che si mani-
festano spontaneamente nell’'uomo. E percid prassi
normale usare suil modelli sperimentali dosi espres-
se in mg/kg d4i peso corporeo pil elevate di guelle
utilizzate per la somministrazione all'uomo. Inol-
tre, & necessario considerare che nell'estrapola-
zione di dosi da una specie animale ad un'altra &
pid razionale il riferimente alla superficie corpo-
rea che al pesc corporeo [Guidance for Industry
2002} . Se si tiene conto del riferimento alla su-
perficie, da ratto a uomo & necessario dividere la
dose espressa 1in mg/kg per un fattore di 6,2 [Gui-
dance for Industry 2002]. Tenende conto di guanto
sopra e delle dosi giornaliere utilizzate nell'uomo
e descritte negli esempi formulativi oggetto della
presente invenzione, nei nostri esperimenti si sono
adottate le seguenti dosi somministrate ai ratti

pexr via ocrale.

8 Eman

Le dosi sono state pari a 3, 10 e 30 mg/kg di

mangostina, indicate come Man 3, Man 10 e Man 30.

8 Glucosamina solfato cristallina (CES)

Le dosi sono state 40, 133 e 400 mg/kg indicate

come CGS 40, CGE8 133, CGS 400.




& Aggociazione {(Ass)

Le dosi sono state Man 3 + CGS 40, Man 10 + CGS
133 & Man 30 + CG8 400 ed indicate come Ass 3, Ass
1C & Ass 30.
Metodi

1. Sangue umano: Espressicne di IL-1, di TNFa e di

IL-10 stimolata da LPS,

Sangue venoso € stato raccolto da velontari sa-
ni e trattato con 0,38% Na citrato per impedirne la
coagulazione. Campioni di 200 pl sone stati stimo-
lati con 1 pg/ml di LPS per 24 ore a 37¢C [Hartel
et al. 2004}, in presenza dei prodotti in esame. Le
citochine rilasciate nel plasma sonc state analiz-
zate con un- sistema multiplo per pitochine {Bio-
Plex, Bio-Rad Laboratories, Milano Italia) che per-
mette la determinazione contemporanea di IL-1, TNFa
e di IL-10.

2. BSangue umanc: Produzione di PGE2 stimolata da

LPS (Marker di COX—2)

Sangue umano & stato raccolto da volontari sani
e reso incoagulabile con 0,38% Na citrato. Campioni
di 200 ul sono stati addizionati con 1 prodotti in
esame e guindi stimolati con LPS 100 ug/ml per 24
cre a 37°C. La PGE2 nel plasma, marker delltattivi-

t& COX-2 del monociti [Panara et al. 1993%], & stata




determinata con metodo RIA gpecifico.

3. Sangue umanc: Produzione 4l trombossano indotta

da coagulazione

Campioni &i sangue umano, raccolti da volontari
sani, sono stati addiziocnati con i prodotti in esa-
me & quindi lasciati coagulare per 1 ora a 37°C. Il
trombogsane (TXB2} nel siero, marker dell'attivita
COX-1 delle piastrine [Panara et al. 19%3] & stato
determinato con metodo RIA specifico.

4. Condrociti di coniglio: Produzione di PGE2

{marker di COX-2) stimclata da IL-18

Condrociti di cartilagine articolare ottenuta
da conligli New Zealand white,sono stati coltivati
con la tecnica descritta da Berenbaum [199%4]. Cel-
lvle confluenti sono state stimolate per 24 ore con
IL-18 1 ng/ml. I prodotti da esaminare sono stati
aggiunti 20 minuti prima della stimolazicne. Alla
fine della stimcolazione si & raccolto il liguido
sopranatante che & stato conservato a -80°C fino
all'esecuzione delle analisi. La PGE2 nel medium di
coltura & stata misurata con metodo radio-immunolo-
gico. La produzione di PGE2 in guesto modello & un
marker dell'attivitd delle ciclo-ossigenasi indotte
(CO¥X-2) nella cartilagine dallo stimolo proinfiam-

matorio rappresentato da IL-18.




5. Cartilagine di coniglio. Azione protettiva con-

tro la degradazione della cartilagine indotta da

IL-18

L'azione condroprotettiva & stata valutata se-
condo Sabatini et al. [2005] su espianti di carti-
lagine articolare tibiale ottenuti da conigll New
Zealand white. Gli espianti (2x2 mm} sono stati
trasferiti in piastre con pozzetti ed equilibrati
per 48 ore a 37°C con DMEM ad elevata concentrazio-
ne di glucosio con 10% PCS e 50 pg/ml di gentamici-
na. Gli espianti sonc stati pol stimolati per 48
ore con IL-1f 1 ng/ml in DMEM afenolice, 1 g/l glu-
cosic, 50 ug/ml gentamicina e 1% di siercalbumina
bovina. IL-1Rf provoca una forte attivazione degli
enzimi che depolimerizzano gli aggregatl protecgli-
canici della matrice della cartilagine e ne causano
la degradazione, con il rilascio nel liguido di
coltura del prodotti di degradazione rappresentati
soprattutto dai wvari glicosaminoglicani (GAG} che
fanno parte degli aggregati proteoglicanici. La
guantitada di GAG rilasciati nel liguido di coltura
gono gquindi un indicatore della degradazione delle
macromolecole che conferiscono alle cartilagini ar-
ticolari il turgore, l'elasticitd e la durezza ne-

cessarie alla loro normale funzionalitd [Farndale




et al. 1382]. Per valutare gli effetti dei prodotti
in esame sulla degradazione della cartilagine pro-
vocata da IL-18, essi sono stati aggiunti agli e-
spianti di cartilagine 20 minutl prima della stimo-
lazione con IL-18. La degradazione della cartilagi-
ne & stata valutata esprimendo i GAG rilasciati nel
liquido di coltura come percentuale dei GAG totali
migsurati dopo digestione degli espilanti di cartila-
gine con papaina. Come standard di riferimentc si &
utilizzata la cicloheximide che, alla concentrazio-
ne di 2,5 ug/ml, blocca la sintesi degli enzimi de-
gradanti e quindi il degrado degli aggregati prote-
cglicanici della cartilagine.

&. Ratto. Attivitid antinfiammatoria in vivo

L'attivitd antinfiammatoria dei prodotti in e-
same & stata valutata secondo Di Rosa et al. [1971])
sull'edema della zampa di ratto indotto da un'inie-
zione subplantare &1 4 mg 4i zymosan in 0,1 ml 31
soluzione fisioclcegica. I1 volume della zampa & sta-
to misuratoe pletismograficamente a 0, 1, 2, 4, & e
24 ore dopo l'iniezione di zymosan, ed espresso in
ml di differenza rispettc al volume basale. I pro-
dotti in esame, sospesi in 5 ml/kg &1 5% metilcel-

lulosa, sono stati somministratl con sonda gastrica

30 minutili prima dell‘'‘iniezione di zymosan. Come




LN

standard di riferimentoc & stato usato il celecoxib,
noto COX-2 inibitore e di largo impiego clinico,
alla dose di 10 mg/kg scmministrata per via crale.
Per esprimere numericamente gli effetti dei tratta-
menti si sonc misurate le aree sotto le curve del-
ltincremento di volume Jdella zampa da 0 a 24 ore,
ottenendoc cosl la misura in mlx24 ore dell’edema
della zampa.

7. Ratto. Attivitd analgesica in vivo

Liattivita analgesica del prodotti in esame &
stata valutata con la tecnica di Randall e Selitto
[1957] sull‘'iperalgesia indotta nella zampa di rat-
to da untiniezione subplantare di 4 mg di zymosan
in 0,1 ml di soluziocne fisiclegica. La socglia noci-
cettiva meccanica € stata determinata con analgesi-
metroc {(Ugo Basile, Varege Italia) a 0, 1, 2, 4, 6 e
24 ore dopo l'iniezione di zymosan. L'analgesimetro
misura il pesoc (in grammi) esercitato sulla zampa
che provoca la retrazione riflessa della zampa
stessa. La soglia nocicettiva & stata espressa come
differenza {in grammi) della soglia nocicettiva al
tempe 0. I prodoetti in esame sono stati sommini-
strati per via orale 30 minuti prima dell'iniezione

di =zymosan. Come standard di riferimente & stato

usabto il celecoxilb, noto C0X-2 inibitore e di largo



impiegoe clinico come analgesico-antinfiammatorio,
alla dose di 10 mg/kg somministrata per via orale.
Per esprimere numericamente gli effetti dei tratta-
menti s8i sono misurate le aree sotto le curve del-
l*incremento di peso analgesimetrico sulla zampa
infiammata, da 0 a 24 ore, ottenendo cosi la misura
in g X 24 ore dell'area sotto la curva analgesime-
trica.

RISULTATI

1. 8Sangue umano: Effettl delle sgostanze in esame

gulla produzione di IL-1 stimclata da LPS

Liinterleuchina 1 {(IL-1) & una delle citochine
proinfiammatorie pld aggressive. A livello dells
cartilagine articolare Inibisce la sintesi dei pro-
teoglicani e provoca notevoli danni biochimici,
morfologici e meccanici [Sundy et al. 1989%9].

Lreffetto delle sostanze in esame sulil'espres-
gione di IL-1 & stato valutato sul sangue umano nel
quale lo stimolo da LPS libera IL-1. 3tandard di
riferimento in gquesto modellc & 3SB2 3580 (SB). SB
esercita la concentrazione inibitrice al 50% (IC50)
ad una concentrazione 1,6 pM.

I risultati, riportati nella tabella 1, mostra-

ne che:

»

= Eman (espresso nelle tabelle dal suo contenuto in




2.

mangoatina, abbreviato col termine *Man”) inibi-
sce 1l'egpressione di IL-1 indotta da LPS in modo
concentrazione dipendente. La concentrazione ini-
bente al 50% (IC50} & superiore a 30 pM di mango-
stina e si pud stimare essere attorno a 65 uM.

CG8 non esercita apprezzabili attivitd inibentci

fino a concentrazione 300 uM.

Ass. Sorprendentemente CGS a concentrazioni di
per sé& inattive, potenzia l'attivitad TL-1-inibi-
trice di Ran, tanto che Ass 10 esercita un'inibi-
zicne del 40% gid con la concentrazione 10 uM di
mangoestina (Man 10}, guesta ultima da sola poco
efficace. Ass 30 {(Man 30 + CGS 300) esercita u-
n'inibizione del 70%. La IC50 riferita a mango-
stina & 22 uM. CGS, inefficace da sola, potenzia

percid Man di 3 volte nell'associazione.

In conclusione, CGS, &1 per sé poco attiva nel-

ltinibire nel sangue wumano 1l rilascio di IL-1
stimolato da LPS, potenzia in modo sorprendente
1t'inibizione del vrilascio di IL-1 esercitata da
Eman.

Sangue umano. Effetti delle sostanze in esame

sulla produzione di TNFa stimolata da LPS

I1 Tumor Necrosis Factor a (TNFa) & anche esso



una citoechina proinfiammatoria molto aggressiva,
che a livello della cartilagine articolare provoca
danni biochimici, morfologicl e meccanici [Sundy et
al. 19%3]. L'effettc delle sostanze in esame sul-
lsespressione di TNFa & gtato valutato sul sangue
umano nel guale lo stimoclc da LPS libera TNFa.
Standard di riferimento in gquesto modello & SB2
3580 {SRBR), che egercita 1'IC50 ad una concentrazio-
ne 2,8 uM.

I risultati, riportati nella tabella 2, mostra-

no che:

¢ Eman (espresso nelle tabelle dal suc contenuto in
mangostina, abbreviato col termine “Man®) inibi-
sce l'espressione di TNFg in modo concentrazione-
dipendente. La concentrazione inibente al 50%
{IC50) & pari a 38 uM di mangostina.

s {38 & scarsamente inibente anche a concentrazione
300 uM.

e Ags. CGS potenzia l'attivitd TNFo-inibitrice di
Eman. Infatti, Man 10 da sola, provoca un’inibi-
zione dell'esgpressione di TNFa del 15%, perd
quandco & assocliata a CGS proveoca un‘inibizicone
del 37% (Ass 10}. La ICS0 di Ass & pari ad una

concentrazione di mangostina di 20 uM, potenzian-




do Eman di guasi 2 volte.

e In conclusione, la CGS, di per sé& poco attiva

nell'inibire nel sangue umano il rilascio TNFa
gstimolato da LPS, quando & associata a Eman po-
tenzia in modo sorprendente 1l'inibizione del ri-
lascio di TNFa eserxcitata da Eman.

3. Sangue umano. Effettli delle sostanze in esame

sulla produzione di IL-10 stimolata da LPS

Liinterleuchina 10 (IL-10} & considerata una
citochina condroprotettiva perché modula in senso
positivo la produzione e gli effetti delle sostanze
proinfiammatorie e condrolesive [Sundy et al.
19331 . Infatti essa:

a} inibisce la produzione di citochine proinfiam-
matorie da parte dei macrofagi,

b) inibisce la differenziazione delle cellule Tyl,
¢} inibisce la funzione delle cellule NK,

d} stimola la preliferazione e le funzicone dei ma-
crofagi.

Gli effetti delle sostanze in esame sull'e-
spregsione di IL-10 stimolata nel sangue umano da
LPS sono riportati nella tabella 3. Standard di ri-
ferimento & stato 8B2 3580 (SB), che stimola l'e-
spresaione di IL-10 gia a concentrazione 0,3 uM.

I risultati, riportati nella tabella 3, mostra-




no che:

4.

Eman (espresso nelle tabelle dal suoc contenuto in
mangcstina, abbreviato col termine "Man") stimola
l'espressione di IL-10 gid& a concentrazione pari
3 pM di mangostina (Man 3). La stimoclazione &
concentrazione dipendente ed & moltc pronunciata.
Alla concentrazicne 30 uM di mangostina si & avu-
to un aumento del 187% di IL-10 vispetteo ai li-
velli basali.

CG8 non esercita significative attivita stimolan-
ti o inibenti alle concentrazioni indagate (30,
100 & 300 uM).

Ass. (CGS sorprendente potenzia ltlattivita stimo-
lante di Eman che praticamente & raddoppiata. Al-

la concentrazione di Man 30 {con 300 uM di CGS)

si osserva un aumento di IL-10 del 254%.

In conclusione, Eman esercita una potente azione

gtimolante sull'lespressione della citochina IL-
10, marker tra l'altro di effetti condroprotetto-
ri. CG8 non egercita apprezzabili effetti stimo-
lanti o inibenti sulltespressiocne di IL-10. In
Ass, perd, CGS8 sorprendentemente potenzia Eman
nellc stimolare 1l'espressione di IL-10.

Sangue umanoc. Effetti delle scostanze in esame




sulla produzione di trombossanc (marker dell'at-

tivitd COX-1 delle piastrine} indotta da ccagula-

zione

Nel processo della coagulazione del sangue le
ciclo-cssigenasi costitutive delle pilastrine (COX-
1) liberano trombossano (TXB2) e gli effetti sulla
liberazione di TXB2 da coagulazione sono considera-
te un marker dellfattivitad inibitrice o sgtimolante
le COX-1 [Panara et al. 1%991.

Gii effetti delle sostanze in esame sulla pro-
duzione di T¥B2 durante la coagulazione sono ripor-
tati nella tabella 4. I risultati indicano che:

e Eman (espresso nelle tabelle dal suc contenuto in
mangostina, abbreviato col termine Man 1, 3 e 10)
esercita una lieve inibizione sulla liberazione
di TXB2, che non & significativa e non & concen-
trazione-dipendente.

e CGS non esercita significative attivitd stimolan-

ti o inibenti a concentrazioni 10, 30 o 100 uM.

e Agg. Le Cre asscoclazioni studiate {(Agss 1, BAss 3 e
Ass 10) non eserxcitano sostanziali effetti stimo-

lanti o inibenti l'espressione di TYB2.

e In concluskione, BEman, CG3S e le loro associazioni

non esercitanc effetti sulla liberazione di TXB2.




Si pud guindi concludere che questi prodotti non
interferiscono sulle ciclo-ocssigenasi costitutive
COX-1.

5. Sangue umano. Efferti delle sostanze in esame

sull'inibizione della produzione di PGE2 stimolata

da 100 pg/ml di LPS

La PGE2 che compare nel sangue umano in seguito
alla stimolazione con LPS & prodotta dalle ciclos-
sigenasi proinfiammatorie indotte ({(COX-2}) dei mono-
citi. Un'attivitd inibitrice dell'espresgsione della
PGE2 in questo test & guindi un marker di un atti-
vitd anti-C0X-2, casia di untattivitd antinfiamma-
toria.
Gli effetti delle sostanze in esame sulla pro-
duzione di PGE2 stimolata dal LPS nel sangue umano
sono riportati nella tabella 5. I risgultati indica-
no che:
¢ Eman (espresso nelle tabelle dal suo contenuto in
mangostina, abbreviato col termine Man 1, 3 e 10)
inibisce in modo dosgse dipendente l'espressione di
PGE2 stimolata nel sangue umano da LPS. La ICS0 &
pari a 12,3 M di mangostina.

e CGS8 non esercita significative attivita stimolan-

ti o inibenti a concentrazioni 10, 30 © 100 uyM.




s Ass. CGS potenzia significativamente l'inibizione
dell'espressione di PGEZ2 esercitata da Eman, tan-
to che 1°IC50 di Ass corrisponde ad una concen-
trazione 7,8 uM d4di mangostina,con un potenziamen-
to di 1,6 volte delltefficacia di Eman non asso-

cliata.

2 In conclusione, Eman egsercita un'inibizione con-

centrazione dipendente gull'espressione di PGEZ
indotta nel sangue unano da LPS e marker dell'at-
tivitd delle ciclossigenasi proinfiammatorie in-
ducibili COX-2.

CGS8 alle concentrazioni 10, 30 e 100 uM non e-
sercita gignificativi effetti stimolanti o inibenti
su guesto markey, ma potenzia in modo sorprendente
e inatteso l'effetto inibente 31 Eman.

€. Condrociti di coniglic. Effettl delle sostanze

in esame sulla produzione di PGEZ stimolata da IL-

18

IL-1f induce nei condrocitli di coniglio untat-
tivazione della ciclo-ossigenasi COX-2 che s8i e-
sprime attraverso la produzione di PGE2, citochina
proinfiammatoria e fortemente lesiva della cartila-
gine.

Gli effetti delle sostanze in esame sulla pro-

duzione di PGEZ da attivazione delle COX-2 sono ri-



portati nella tabella 6. I risultati indicano che:

&

2

Eman{egpresso nelle tabelle dal suoc contenuto in
mangostina, abbreviato col termine "Man®) gia a
concentrazione 0,1 uM di mangostina provoca un'i-
nibizione del 23% della produzione di PGE2 indot-
ta da IL-18. L'inibizione raggiunge il 50% a con-
centrazione §,3 uM di mangostina {(Man 0,3} e il
94% a concentrazions di 3 uM di mangestina (Man
3}. La concentrazione calcolata in grado di ini-
bire del 50% la produzione di PGE2 (IC50) & pari
a 0,38 M di mangostina.

CG8 non esercita significative attivitd inibenti
¢ stimolanti a concentrazioni 1, 3 ¢ 10 uM.

Azs. Le associazioni di CGS con Eman (Ass 0,1,
Ass 0,3 e Ass 1) eservcitanc un effetto inibente
pari a quello esercitato da Eman non associato a
CGS. CGS non interagisce con l'attivitd PGE2-

inibente di Eman.

In conclusione, Eman esercita un potente effet-

to inibente sulle C0OX-2 della cartilagine, che si

manifesta gid a concentrazione 0,1 M di mangosti-

na.

CGS non & attiva a concentrazioni 1, 3 e 10 gM.

Lfassociazione di Eman con €GS & fortemente iniben-

te grazie alla presenza di Eman, la CGS non inter-




ferisce perd con lrattivitd inibente d4i Eman.

Su questo modello, che & molto rappresentative
dei danni proveocati a livello delle cartilagini da
una citochina fortemente condrolesiva come 1'IL-18,
Eman esercita un potentissimo effettoc protettivo
anti-COX-2, che si manifesta gid a concentrazioni
0,1 yM di mangostina e si mantiene invariato nel-
ltassociazione con CGS.

7. Bffetti protettivi delle sostanze in esame con-

tyc la degradazione della cartilagine indotta da

IL-18

In questo test si misurane i1 GAG rilasciati da
egpianti di cartilagine nel liquide di cultura in
seguitc a una stimolazione con una citochina forte-
mente condrolesiva come la IL-18. I GAG nel liguido
di coltura derivano dalla depoclimerizzazione deil
proteoglican-aggregati imprigionati nella rete tri-
dimensionale di fibre collagene c¢he fungono da
scheletro organico nalla matrice della cartilagine.
I GAG mnel liquido 8i coltura sono quindi un marker
della degradazione della cartilagine per opera di
enzimi distruttivi (metalloproteasi e aggrecanasi)
attivati da IL-18.

Gli effetti delle sostanze in esame sul rila-

gcio di GAG nel liquido di coltura stimolato da IL-



i sono riportati nella tabella 7. I risultati in-

dicano che:

1. In condizioni basali, durante le 48 ore d4di in-

cubazione, '€ stata una degradazione del 14% di

aggregati proteoglicanici.

2. IL-188 induce negli espianti di cartilagine u-

n'attivazione degli enzimi che provocano il degrade

aumentando il degrado al 69%.

e Eman (espresso nelle tabelile dal suo contenuto in
mangostina, abbreviato col termine *Man'} a con-
centrazioni 0,1, 0,3 e 1,0 uM di mangostina non
esexcita effetti significativi sul rilascio di
GAG indotto da IL-18.

¢ CG8 a concentrazione 1 uM protegge per il 41% dal
degrado della cartilagine indotto da IL-1f. La
protezione raggiunge il 64% e 77% a concentrazio-
ni 3 e vispettivamente 10 uM di CGS, con una con-
centrazione protettiva al 50% (PC50) che si pud
stimare essere 2,3 uM,

¢ Asg. Le assoclazioni di CGS con Eman {(Ass 0,1,
Ass 0,3 e Ass 1) esercitano un effetto protettivo
simile a guelloc della CGS non associata, con una
PC50 circa 2,2 uM di CGS associata con Eman pari

a 0,22 pM di mangostina.




¢ In conclusione, CGS esercita un notevole e poten-

te effetto inibente sulla degradazione della car-
tilagine causata da IL-1B che si manifesta gid =z
concentrazione 1 uM. L'effetto protettivo al 50%
gi ha con CGS 2,3 pM. Eman non esercita signifi-

‘ cative attivita sul rilascioc dei GAG. L'associa-
zione di CGS con Eman & inibente grazie alla pre-
senza di CGS e Bman non interferisce con latti-
vitd inibente della CGS.

8. Ratto Attivitd antinfiammatoria in vive delle

sostanze in esame

I risultati ottenuti con il metodo di Di Rosa
et al. [1971] sono riportati nella tabella 8 che
mostra 1l'aumento di volume della zampa durante le
24 ore seguenti lt'iniezione subplantare di zymosan
misurata dall'area sotto la curxva dei ml di edenma.

( » Eman(espresso nelle tabelle dal suo contenuto in
mangostina, abbreviato c¢ol termine ¥Man¥) alle
dosi orali di 3, 10 e 30 mg/kg di mangostina ini-
bisce in modo dose-dipendente 1l'edema da zymosan.
Questa inibizione & significativa rispetto ai
controlli, gid alla dose di 10 mg/kg (p < 0,05},
con una differenza percentuale versc 1 controlli
del 7%. La differenza percentuale aumenta al 18%

con la dose di 30 mg/kg ed & molto significativa




[ ]

(p < 0,0001}.

CG8 alle dosi orali di 40, 133 e 400 mg/kg non ha
mostrato attivita antinfiammatorie significative
su guesto modello gperimentale.

Aga. CG3, che di per sé€ non svolge attivitd an-
tinfiammatorie, associata a Eman ne potenzia si-
gnificativamente l'attivitd, tanto dJda renderla
significativa gia alla dose di 3 mg/kg di mango-
stina (Man da sola non & significativamente effi-
cace a gquesta dose). Molte efficace diventa la
dose di Eman pari a 30 mg/kg di mangostina (asso-

ciata a 400 mg/kg di CG3) tanto da superare in

efficacia il celecoxib alla dose di 1¢ mg/kg.

In conclusione, Ean, alle dosi di 10 e 30 mg/kg

di mangostina, esercita un effetto antinfiammato-
rioc notevole, significativo e dose-dipendente.
CGS & praticamente priva di effetti antinfiamma-
tori alle dosi indagate (40, 133 e 400 mg/kg).
Scrprendentemente perd, CGS potenzia l'effetto
antinfiammatorio di Eman, tanto che con la dose
di Eman pari a 30 mg/kg di mangostina (associata
a 400 mg/kg Adi CGS) si osserva un effetto antin-
fiammatorio paragonabile a guellc del celecoxib a

10 mg/kg.




3. Ratto Attivita analgeazica delle sostanze in esa-

me
La tabella 9 riporta le aree sotto la curva di
aumento di peso analgesimetrico sulla zampa infiam-

mata durante le 24 ore seguentli 1l'iniezione su-

bplantare di zymosan.

= Eman (espressco nelle tabelle dal suo contenute in
mangostina, abbreviate c¢ol termine "Man®") alle
doesi orali pari a 3, 10 e 30 mg/kg di mangostina
esercita in mode dose-dipendente un effetto anal-
gesico. L'efferto & significativo, rispetto ail
controlli, gid alla dose di 10 mg/kg di mangosti-
na (p < 0,01}, con una differenza percentuale
verso i controlli del 35%. La differenza percen-
tuale aumenta al 48% con la dose di 30 mg/kg ed &
molto significativa (p < 0,0001).

e CGS alle dosi orali di 40, 133 e 400 mg/kg non ha
mostrato attivitd analgesiche significative su

gquesto modello sperimentale.

e Ass. CGS, che di per sé& non svolge attivitad anal-
gesiche, quando & assoclata a Eman ne potenzia
significativamente 1l'effetto analgesico, tanto

che rende significativa l'attivitid della dose di

Ean pari a 3 mg/kg di mangostina (Eman da solo




non & significativamente analgesico a guesta do-
gse} . Molto efficace diventa la dose di Eman di 30
mg/kg (associata a 400 mg/kg di CGS), tanto da
superare in efficacia il celecoxib alla dose di
10 mg/kg.

¢ In conclusione, Eman, alle dosi pari a 10 e 30

mg/kg di mangostina, esercita un effetto analge-
sico notevele, significativo e dose dipendente.
CGS & praticamente privo di effetti antinfiamma-
tori alle dosi indagate (40, 133 e 400 nmg/kg).
Essa, perd, sorprendentemente, potenzia lteffetto
analgesico di Eman, tanto che con la dose di Eman
pari a 30 mg/kg di mangostina (assocliata a 400
mg/kg di CGS) s8i osserva un effetto analgesico
superiore a guello del celecoxib a 10 mg/kyg.

18. Conclugioni

1. Eman esercita le seguenti attivita.

a} Antinfiammatoria

Ltattivitad antinfiammatoria & esercitata in
vitro su diversi modelli sperimentali ed & proba-
bilmente correlata ad un'attivitd inibitrice di E-
man sulle COX-2 (ciclossigenasi indotte da noxa
proinfiammatorie) . Eman non influenza invece le ci-
clossigenasi costitutive (C0X-1} che svolgono ef-

fetti protettivi sulle mucose gastrointestinali e




sull'apparato renale.

Llattivitada antinfiammatoria di Bman & stata
confermata in vivo sull'edema da zymosan nel ratto
in cul Eman & stata somministrata per via orale.

b} Condroprotettrice

L'attivitd condroprotettrice di Eman & dimo-
strata in vitro dalla capacitd di inibire l'esgpres-
gione di citochine condrolesive (IL-1, TNFq, PGEZ}
e dalla capacita di inibire 1 danni condrolesivi
provocati da IL 18. Inoltre, Eman stimola l'espres-
sione di IL-10, citochina condroprotettrice e an-
tinfiammatoeria.

¢} Analgesica

Llattivitd analgesica di Eman & dimostrata in

vivoe nel ratto con somminisgtrazione orale di Eman
applicando 1l'analgesimetro sulla zampa resa iperal-
gesica con un iniezione subplantare di zymosan.
2. La glucosamina solfate cristallina (CG88) eser-
cita una potente condroprotezione, inibendo la de-
polimerizzazione dei proteoglican-aggregati della
cartilagine articolare indotta da citochine condro-
lesive come 1'IL-1f. La concentrazione di CGS effi-
cace al 50% & 2,3 uM.

CGS non ha mostrato effetti significativi sugli

altri modelli sperimentali wutilizzati in questo



studic.
3., Associazione di Eman con glucosamina soclfato
cristallina (Ass)

CG8, che da sola svolge soltanto un effetto
condroprotettivo inibendo la depolimerizzazione dei
protecglican-aggregati, potenzia in modo notevole,
sorprendente e imprevisto:

a) 1l'effetto inibente che Eman esercita sull'e-
spressione di citochine proinfiammatorie e condro-
lesive (IL-1, TNFa, PGE2]);

by 1l'effetto inibente di Eman sull'espressione di
PGE2, marker di COX-2;

¢} 1lteffetto stimolante di Eman sull‘espressione
di IL-10, citochina che si oppone alle citochine
proinfiammatorie e condrolesive e che gvolge effet-
ti condroprotettori.

CG8 potenzia anche:

a} l'attivitd antinfiammatoria di Eman in vivo;
b} l'attivitd analgesica di Bman in vivo.
ESEMPI

Le formulazioni qui di seguito riportate illu-
strano possibili applicazioni pratiche della pre-
sente invenzione e come tali non devono essere Yi-
tenute, in alcun modo, limitative dell'invenzione

sbessga.




Si fa particolare vriferimento agli eccipientl
delle wvarie forme considerate, che possono egsare
utilizzati in alternativa a guellil esplicitamente
menzionati nella presente invenzione, dipendente-
mente dalle esigenze formulativo-tecnologiche e che
comungue possonc essere scelti fra una larghissima
serie di prodotti presenti sul mercato e ben noti
agli esperti di tecnica farmaceutica e pertanto di
nessuna originalit3 inventiva.

Esempioc 1: Compresse per uso orale

La formulazione riportata (Tabella 10}, concer-
ne principi attivi ed ecciplenti (con descrizione
della corrispondente funzione tecnologica) che pos-
sone essere impiegatl nella preparazione di com-
presse da utilizzarsi per la somministrazione orale
dell'oggetto della presente invenzione.

La dose glornaliera del principi attivi & in-
corporata in un'unica compressa la cul preparazione
richiede sclo normali operazioni ben note a qual-
slasi tecnico del settore e cioé:
¢ Pesata del singoli componenti la formulazicone.
¢ CGranulazione a umido, mediante soluzione acquosa

di Polivinilpirrolidone X-25, di CGS e cellulosa
microcyristallina (Granulato A) in un opportunc

granulatore,




¢ Essiccamento del Granulato A in stufa a circola-
zione d'aria a temperatura non superiore a 50°C
e fino a pesoc costante (& utilizzabile qualsiasi
altro tipo di essiccamento purché previamente
validato) .

s Setacciatura del Granulato A e degli altri com-
ponenti la formulazione.

¢ Preparazione della miscela di compressione per
omogeneizzazione del Granulato A con gli altri
componenti la formulazicne in un opportuno mi-
scelatore.

e Compressione della risultante miscela in un’'op-
pertuna comprimitrice automatica con ottenimento
finale di compresse aventi forma e dimensioni
opportune.

Tabella 10. Esempio di formulazione in compresse

Principi attiwi Quantitd/compressa
Garcinia mangostana frutto estr. secco'” 75 mg
{(Corrispondente a mangostina) (30 mg)
Glucosamina solfato cristallina 400 mg
{Corrispondente a glucosamina) (250 mg)

{*)Contiene il 40% di mangostina




Bccipienti Quantita/compr. | Funzione

Cellulosa microcrigtallina'™ 31,6 mg Diluente/Disintegr.
Polivinilpirrolidone K-25% 11,8 mg Legante
Uarbossimetilcellulosa sodica croas-lincata'™” g.b. Disaggregante
Talco®™ g.b. Lubrif./Antiaderente
My stearato'” g.b. | Lubrif./Antiaderente
scgua'y q.b. Supporto formulativi

(*}Utilizzati nella preparazione del granulato d4di
GSC {granulato A)

{(**}Le guantitd assolute e relative di questi ecci-
pienti dipendono dalle dimensioni e forma del pun-
zone di compressione, dal tipo di comﬁfimitrice e
dal sistema 48i caricamento delle polveri nella ca-
mera 4di compressione in essa installato
(»**)L'acqua viene implegata nella preparazione del
granulato A e la sua gquantitd relativa ai componen-
ti del granulatc stesso dipende dal tipo e dalle
dimensioni del granulatore impiegato. Essa viene
completamente eliminata in fase di essiccamento.

Esempio 2: Capsule per usgo orale

La formulazione riportata {(Tabella 11}, concer-
ne principi attivi ed eccipienti (con descrizione
della corrispondente funzione tecnologica) che pos-
sono essere implegati nella preparazione di capsule
da utilizzarsi per la somministrazione orale del-

l'oggetto della presente invenzione.




La dose giornaliera dei principi attivi & in-
corporata in un'unica capsula la cul preparazione
richiede solo normali operazioni ben note a gual-
siasi tecnico del settore e cicé:

s pesata del singoli componenti la formulazione

e preparazione della miscela da incapsulare perxr
omogeneizrzazione a secco in un opportuno misce-
iatore

s riempimentco finale in un‘opercolatrice automati-
ca in capsule di gelatina dura di dimensioni op-
portune e del colore desiderato.

Tabella 11. Esempio di formulazione in capsule

Principi attivi Quantita/capsaula
Garcinia mangostana frutto estr. seceo'’ 75 mg
{Corrispondente a mangostina) {30 mg)}
Glucosamina solfato cristallina 400 mg
{Corrispondente a glucosamina) (250 mg)
i

(*)Contiene il 40% di mangostina

Beccipienti T Quantitd/caps Funzione
Cellulosa microcristallina’’ g.b. Diluente/Disintegrante
Talcot'” g.b. Lubrif./antiaderente
Mg stearato!”’ g.b. Lubrif./Antiadevrentea

{(*)Le guantita assolute e relative degli eccipienti
dipendone dalla dimensione delle capsule utilizzate

come veilcolo di somministrazione e dal tipo/sistema




di dosaggioc installato sull'opercolatrice impiegata
nella ripartizione in capsule della formulazione.

Esempioc 3: Polvere per sospensione estemporanea per

usc orale in bustine termosaldate

La formulazione {Tabella 12) concerne principi
activi ed eccipienti {(con descrizione della corri-
spondente funzione tecnologica) che possono essere
impiegati nella formulazione di una polvere per la
preparazione di sospensionl estemporanee da assume-
re per via orale. La dose giornaliera & incorporata
in un‘unica porzione di polvere, contenuta in una
bustina termosaldata e costituita da unc strato e-
sternoc di carta, un'interfaccia 4di alluminio ed uno
strato interno 4i polietilene.

Le operazioni di preparazione della forma far-
maceutica in oggetto, ben note ed applicate da
gqualsiasi staff tecnico del settore, sono essen-
zialmente le seguenti:

e pesata e setacciatura del singoll componenti la
formulazione

e preparazione della miscela deil componenti per
omogeneizzazione a secco in un opportunco misce-

latore

¢ termoformatura delle bustine in un‘opportuna 1li-




nea automatica

¢ riempimento e sigillatura delle bustine sulla
stessa linea automatica sopra descritta con otbt-
tenimento finale di bustine aventi la forma e le
dimensioni desiderate e contenenti la polvere
monodose per uso estemporaneoc.

Tabella 12. Esempic di formulaziomne di polvere per

sospensgione estemporanea da ripartire in bustine

Priocipi attivi Quantitd/bustina
{Garcinia mangostana frutto estr. seceo(’ 75 mg
{Corrispondente a mangosgtina) {30 mg)
Glucesamina solfato cristallina 400 mg
{Corrispondente a glucosamina) {250 mg)
{*)Contiene il 40% 4i mangostina
Eocipienti  Quantitda/bust. Funzione

Sorbitole™ 5 g.b. Diluente/Dolcificante
Acido citrico’™ q.b. Esaltazione sapore
Polietilen glicocle 4000 § ag.b. Lubrif./Plastificante
Altyi®™ : g.b. Doleificanti/Avomatizs.

(*)Le quantita assoluée e relative di questi ecci-
pienti dipendono dal tipo di imbustinatrice impie-
gata e dalle dimensioni delle bustine.

(**}Agentl aromatizzanti e dolcificanti possono es-
sere aggiunti liberamente, dipendentemente dalle

preferenze organclettiche.
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TARELLE
Tabella 1. Sangue umanc. Espressione di IL-1 stimo-
lata da 1 pg/ml 4di LPS

Medie € DS. N = 8

"""" Prodotto IL-1 DS Diff.% vs | 1CH0 |
uM ng/ml ng/ml Controllo M §
;
Controlio 4,55 0,28 0,0 !
( Man 3 4,74 ¢,18 4,1
Man 10 4,43 0,20 -1,3 65
i Man 30 3,06 0,20 -32,7
CGS 30 4,65 0,20 2,1
L ces 100 4,72 0,19 3,6 ND
L CGS 200 4,69 0,21 3,1
Ass 3 4,51 0,22 -0,
ASs 10 2,75 0,19 39,6 22
Ass 30 1,36 0,17 -70,2
SB 0,3 3,44 | 0,40 24,5
5B 1 2,48 0,24 -45,6 1,6
SB 3 1,35 0,15 -70, 4




Tabella 2. Sangue umano, Espressione di THNFa stimo-
lata da 1 pug/ml di LPS
Medie e DS. N = 8

Prodotto TNFPa DS Diff.% vs ICs0

UM ng/ml ng/ml | Controllo uM

Centrollo 15,928 2,45 6,0
Man 3 15,¢5 2,50 -2,0
Man 10 13,60 2,40 -14,8 38
Man 30 7,086 8,98 -55,8
TGS 30 14,70 2,25 -7,9
C38 L0 13,80 2,35 -13,5 >300
CGS 300 12,740 2,22 ~20,4
Azs 3 13,84 2,50 -13,5
Ass 10 10,07 2,40 -36,9 20
Ass 30 5,88 0,586 -63,1
SB 0,3 12,47 1,10 -21,9
éSB 1 9,25 1,03 -42,1 2,8
:SE 3 7,68 6,95 -51,9




Tabella 3. Sangue umano. Egpressione 4i IL-10 sti-
molata da 1 pg/ml di LPS

Medie ¢ DS. N = 8

Prodotto TL-10 DS Diff.% vs
UM ng/ml ng/ml Controllo |

{ Controllo o,25 0,07 0,0

Man 3 0,27 0,05 6,3

Man 10 0,32 0,06 27,6
Man 30 s 0,73 0,08 187,4
CGS 30 E 0,25 0,05 -3,5
0G5S 100 : 0,26 0,06 1,6

CGS 300 0,27 0,06 6.3

Ass 3 0,29 0,05 12,6
Ass 10 0,40 0,06 57,5
Ags 30 0,90 0,10 253, 5
SB 0,3 0,39 0,06 53,9
SB 1 0,48 0,09 87,4
5B 3 0,69 0,07 170, 9




Tabella 4. Sangue umano. Produzione di trombossano
{TERZ;} stimclata d4a coagulazicnse

Medie @ DE. N = 8

prodotito ) TXB2 D& Diff.% vs
M ng/ml ng/ml Controllo
Basale 120 10 0,0
Man 1 104 12 -13,3
‘Man 3 Sl 11 ~24,2
Man 10 99 ] -17,5
CGS 10 124 28 3,3
CG8 30 118 23 -1,7
CGS 100 125 20 4,2
Ass 1 115 17 -4,2
Asgz 3 100 & ~-16,7
Ags 10 108 4 -10,0




Tabella 5. Sangue umanc. Espressione di PGEZ stimo-
lata da 100 pg/ml di LPS

Medie ¢ DS. N = 8

Prodotto PGE2 D8 Diff.% vs IC50
UM ng/ml ng/ml Controllo uM
Controllo | 24,5 2,2 0,0
iMan 1 20,2 1,8 -17,6
Man 32 16,4 1,5 -33,1 1 12,3
Man 10 12,6 1,2 -48,6
CBS 10 22,7 2,1 -7,3
CGS 30 24,3 2,2 -0, 8 ND
CGS 100 23,5 2,1 -4,1
| Ass 3 18,1 1,7 -26,1
Ass 10 11,3 1,0 | -53,9 7,8
ASS 20 6,2 0,6 | -74,7
'8B 0,3 18, 4 1,7 -24,9
'8 1 - 8,7 0,8 -64,5 0,8
SB 3 2,4 0,2 -90,2
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Tabella 6. di coniglio.
PGE2 stimolata da 1 ng/ml d4i IL-18

Medie € DS. N = 8

Prodotto PGE2 DS Diff. % vs IC50
UM ng/ml ng/ml Controllo UM

Basale 8 4
IL-18 188 77 0,0
Man ¢,1 144 12 ~23,4
Man ¢,3 a5 15 -458,5 0,38
Man 1 20 é ~8%,4
' Man 3 11 5 ~-54 ., 1
| CGS 1 200 60 6,4
{CGE 3 180 70 -4,3 ND
CGE 10 210 60 -11,7
Ass 0,1 140 45 ~-25,5
Ass 0,3 105% 12 -44,1 0,42
Ass 1 22 9 ~88,3




Tabella 7. Espianti di cartilagine di coniglio.
Percento GAG rilasciati

Medie € DS. N = &

Prodotto %CGAG rilasciati Ds Diff£.% vs PCE0
uM Basale 1M
Basgale .10 2 85,5
TL-18 69 10 6,0
Man 0,1 72 12 -4,3
 Man 0,3 62 17 10, 1 ND
Man 1 65 10 5,8
CG8 1 41 10 40,6
CGsS 3 25 8 63,8 2,3
CGs 10 is 9 76,8
Ass 0,1 43 12 37,7
Asg 0,3 24 s 8 65,2 2,2%
Ass 1 15 3 78,3
CHX : 12 5 82,6

*Riferito a CGS




Tabella 8. Ratto. Bdema dellz zampa da zymosan. E-
dema mlx24 ore
Medie, differenze e ES. N = 10
Prodotto Edema DifEf. vs ES Diff. Caire Diff.% vs
e dose Amlx24h Controllo Contrecllo
Controllo 15,7 0,0 0,47 4,00 0
Man 3 mg/kg 15,3 -0,4 0,46 0,85 ~3
Man 10 mg/kg 14,6 -1,1 0,47 2,35 -7
' Man 30 mg/kg 12,9 -2,8 0,45 6,37 -18
CGS 40 mg/kg 15,6 -0,1 0,47 8,22 -1
CGS 133 mg/kg 15,4 -0,3 0,47 0,64 -2
CG3 400 mg/kg 15,2 -0,6 0,41 0,47 -4
Ass 3 14,8 ~1,1 0,46 2,44 -7
Ass 10 13,4 -2,4 0,44 5,37 -15
Ass 30 10,8 -4,8 0,41 11,74 -31
CL¥ 10 mg/kg 11,8 -4,7 0,41 11,28 -30




Tabella 8.

Zze in egame

Ratto. Attivitad analgesica delle sostan-

Medie, differenze e ES. = 10

Prodotto Analgesia Diff. vs BS Diff. Caise Diff.% vs

e dose Agx24h Controlle Controllo |
Controllo 1671 0,0 126 0,00 0
Man 3 mg/kg 831 ~140 118 1,18 -13
Man 10 ma/kg 694 ~-378 108 3,55 -35
Man 30 mg/kg 557 -514 101 5,11 ~-48
CGS 40 mg/kg 1073 7 127 0,22 1
cG8 133 mg/kg 1012 -89 123 0,64 -6
CGS 400 mg/kg 1026 -46 124 1,21 -4
Ass 3 923 -148 118 2,44 -14
Aszss 10 680 ~-351 108 5,37 -386
Ass 30 436 -635% 98 11,74 ~-5%
CLX 10 mg/kg 574 -487 101 11,28 ~46

&§2 -




RIVENDICAZIONI

1. Composizione farmaceutica o di integratore ali-
mentare ¢ di un'altro preparato, comprendente glu-
cosanina, sotto forma di un suo sgale semplice o mi-
sto,in asggociazione con mangostina.

2. Composgizione secondo la rivendicazione 1, ca-
ratterizzata dJdal fatto che comprende glucosamina
golfato cristallina.

3. Composizione secondo le rivendicazioni 1 o 2,
caratterizzata dal fatto che comprende un estrattoe
del frutto di Garcinia mangeostana contenente mango-
stina.

4. Composizione secondo una qualsiasi delle riven-
dicazioni 1 a 3, caratterizzata dal fatto che com-
prende un estratto secco del frutto di Garcinia
mangostana che presenta un contenuto di mangostiva
da 10% a 60% in peso, preferibilmente 40% in peso.
5. Composizione secondo una gualsiasi delle riven-
dicazioni 1 a 4, caratterizzata dal fatto che com-
prende glucosamina e mangostina in un range di rap-
porti molari compreso tra 2,5:1 e 500:1, preferi-
bilmente trxa 10:1 e 50:1, particolarmente 18:1.

6. Composizione secondo una gualsiasi delle riven-
dicazioni da 1 a 5, in forme idonee alla sommini-

strazione orale, quali compresse, capsule o polvere




da utilizzare come gospensione in velcolo acgquoso ©
ligquide.

7. Impiego di una composizione secondo una gual-
siasi delle rivendicazioni 1 a 6, per la prepara-
zione di un medicamento o di un integratore alimen-
tare o di un altro preparato utile per mantenere il
henessere e 11 trofismo ostevarticolare.

8. Impiego di una composizione secondo una gual-
siasi delle rivendicazioni 1 a 6, per preparare un
medicamento © un integratore alimentare o un altro
preparato utile nel trattamento di affezioni del-
l'apparato osteocarticoliare di carattere degenerati-
vo ¢ infiammatorio.

9. TImpiege di una composizione secondo una gual-
siasi delle rivendicazioni 1 a 6 per preparare un
medicamento ¢ un integratore alimentare o altro
preparato, utile per il trattamento e la prevenzio-
ne dell'ostecartrite.

10. Impiego di una composizione secondo una qual-
siasi delle rivendicazionl 1 a 6 per la preparazio-
ne di un medicamento o di un integratore alimentare
o di un altro preparato aventi attivitd anti-COX-2.
11. Impiego d4i una composizione secondo una gual-
siasi delle rivendicazioni 1 a 6 pexr la preparazio-

ne di un medicamente o di un integratore alimentare




o di un altro preparato aventi attivitd antinfiam-
matoria e/o analgesica.

12. Impilego di upa composizione,per somministrazio-
ne orale, secondo una gualsiasi delle rivendicazio-
ni 1 a 6 per la preparazione di un medicamento o di
un integratore alimentare o 4di un altro preparato
idonei per la somministrazione contemporanea di
200-1000 mg 4i glucogamina come tale o sotto forma
di un suo sale semplice o misto e di mangostina al-
le dosi da 5 a 180 mg come tale o sotto forma di
egstratto del frutto di Garcinia mangostana e prefe-
ribilmente di estratto secco contenente da 10% a

£0% in peso di mangostina.
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